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Resumo

Neste trabalho apresentamos uma introdwcao sobre as redemetalblicas de organismos, seus
principais conceitos biobgicos, as possveis formas denodelagem destas redes em estruturas de
dados, uma formalizacao materatica de trés dos princiis problemas relacionadosa aralise de
nutrientes e um netodo baseado apenas na topologia da redeapa realizar aralise de nutrientes
atraves da enumeracao de conjuntos minimais de precurs@s ausentes, que sao su cientes para
se produzir compostos essenciais de nidos como alvo.

Palavras-chave: metabolismo, rede metalplica, aralise de nutrientes.

Abstract

In this work we present an introduction to metabolic networks of organisms, its main biolog-
ical concepts, di erent data structures that can be used to nodel these networks and a formal
de nition of three of the main problems related to nutrient a nalysis. Finally, this work presents
a method based on the topology of the network to enumerate althe precursor sets of nutrients
that are enough to synthetize some compounds de ned as the tgets of the network.

Keywords: metabolism, metabolic network, nutrient analysis.
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Captulo 1

Introdwcao

O foco deste trabalhoe o estudo do metabolismo celular e daseacees qumicas que de nem
estes metabolismos. Um dos bpicos de estudo relacionadas redes metalolicase a aralise de
nutrientes. Algumas das motivecees que movem este tipo daralise envolvem desde determinar
um meio de crescimento de tamanho mnimo para um organismo @ uma @lula, istoe, um
conjunto mnimo de elementos qumicos que propiciam a vida ou o crescimento de um organismo,
ae o estudo da relacao de hospedeiro e parasita atravesla aralise das capacidades metatolicas
de um e de outro e da interdependéncia existente entre elesausada quando compostos qumicos
essenciais sao sintetizados apenas por um deles.

O interesse do presente trabalhoe voltado para a aralise €@ nutrientes atraves do rastreio de
precursores, istoe, a partir de uma descrcao dos compass qumicos produzidos pelas @lulas
e das reacees gqumicas que produzem esses compostos, ls& qual os conjuntos de elementos
gumicos que devem estar disponveis para que uma ®lulaseja capaz de crescer e se reproduzir.
Esse conjunto de reacees qumicas acrescidos de inforomes sobre as enzimas que catalisam
essas reacees constitui uma rede metatolica ou as vias amlicas de um organismo. A rede
mundial de computadores disponibiliza informacees de rdes metalplicas de \arios organismos,
dentre eles oEscherichia coli, que possui grande parte de suas vias metalplicas disporeis para
acesso na mgina da enciclopedia deE. coli [8].

A aralise de nutrientes atrawes do rastreio de precursorese apenas um dentre \arios proble-
mas associados ao estudo de redes metalplicas, sendo queauvariacao desse problema consiste
em encontrar conjuntos minimais de reacees { e hao de conygtos qumicos { necessarias para
que o organismo cresca e se reproduza [4]. Outro problema stacadoe a comparacao de redes
metalolicas para gerar, por exemplo, a logenia entre orgaismos a partir das semelharcas en-
tre suas redes metalplicas ou analisar semelharcas furmnais entre enzimas ou reacees de dois
organismos [31] [12] . Uma das tcnicas de comparacaoe alinhamento de redes metalolicas,
analogamente ao quee feito com alinhamento de sequénctade DNA, existindo tanto ecnicas
de alinhamento de pares de redes metalolicas [1] [26] quamtechicas que se destinam ao alinha-
mento de nultiplas redes metalplicas [33] [11]. Um problana tamkem relacionadoa aralise de
nutrientese a aralise de viabilidade de linhagens mutantes, que consiste em introduzir mudarcas
nas reacees qumicas de uma rede metalolica de um orgasimo e, atrawes de simulacees, analisar
se essa variecao implicaria na morte dessa hipottica ihagem modi cada [35].

Um algoritmo de aralise de nutrientes por rastreio de precusores deve ser capaz de processar
a estrutura de uma rede metalolica e, dada uma lista de compstos de nidos como essenciais, isto
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e, que devem ser sintetizados por esta rede, avaliar ou geraim conjunto mnimo de compostos
gue seja capaz de sintetizar esta lista. Esse conjunto mmio de compostos qumicos a partir do
qual a elulae capaz de obter os seus nutrientes essencégt chamado de meio de crescimento
de tamanho mnimo e consiste na identi cacao do menor coijunto de compostos capaz de fazer
com gue a rede metalolica produza os compostos essencialdutro problema relacionadoe o de
identi car todos 0os meios de crescimento minimais { e nao apnas o meio de crescimento mnimo.
Um meio de crescimento e minimal quando a remacao de qualger um dos seus elementos
faz com que nem todos os compostos essenciais sejam prodosid Nesse trabalho, estamos
interessados em realizar a aralise de nutrientes para idéncar todos os conjuntos minimais
de precursores { chamados compostos ausentes { ha prodwalestes compostos identi cados
como essenciais. O termo compostos ausentese usado no sdatde que caso oS compostos
ausentes identi cados pelo nmetodo de aralise de nutrientes fossem acrescidos ao conjunto inicial
de compostos disponveis, 0s compostos essenciais serigmados produzidos.

Romero e Karp estao entre 0s pioneiros nas pesquisas em hses de nutrientes. Em [27], eles
apresentam um estudo de aralise de nutrientes em duas etagavisando detectar inconsisténcias
nas informacees metatolicas presentes na base de dado® écocyc . Na primeira das etapas
do netodo de Romero e Karp, chamada deforward propagation, computam-se todos os com-
postos que uma rede metatolica pode produzir se alguns outs compostos qumicos estiverem
disponveis ao organismo. O objetivoe descobrir se a redenetalplica do organismo pode sin-
tetizar determinados compostos essenciais, como amindmos ou paredes celulares, a partir dos
compostos indicados como disponveis. A segunda etapa doetodoe necessria apenas quando
pelo menos um dos compostos destacados como essenciais { twos { nao e produzido pela
rede metalolica em sua fase ddorward propagation e consiste em identi car quais compostos
devem ser adicionados a lista dos compostos disponveispara que todos 0s compostos alvos
sejam sintetizados.

Em um trabalho mais recente, Handorf, Ebenheh e Heinrich [5] de nem o conceito de
escopo de um conjunto de compostos qumicos, chamados sentes, como sendo 0 conjunto de
compostos qumicos gerados por uma rede metatolica a pait dos compostos pertencentes ao
conjunto de sementes. O algoritmo proposto para se computao escopo de um conjunto de
sementes tem uma fase de expansao, na qual as reaees gqepahdam apenas das sementes
sao disparadas e o0s seus produtos sao adicionados ao cotgunicial de sementes, sendo que
essa expansao se dh ak que o0 conjunto de sementes nao g@ser aumentado. Este conjunto
de compostos resultante no nal do processo de expansao én@mado de escopo do conjunto
inicial de sementes. Este netodo pode ser encarado como umaedaptacao do algoritmo de
forward propagation proposto por Romero e Karp em [27]. Os principais resultadogm termos
de aralise de nutrientes obtidos em [15] sao de aralise gstural da rede metalblica, atraves da
comparacao dos escopos produzidos por diferentes combimees de sementes.

Em [14], Handorf et al. concentram-se no problema de encontrar um conjunto minimal de
precursores que sintetize um determinado composto alvo. Arpposta do trabalho apresentado
em [14]e encontrar um conjunto de compostos sementes quejaaninimal e cujo escopo contenha
um determinado composto escolhido como alvo.

De certa forma, 0 nosso trabalho [6]e uma extensao dos nmedos de Romero e Karp e tamlem
de Handorf et al., poem, em nossa abordagem de aralise de nutrientes progamos tratar o
problema das dependéncias cclicas na sintetizacao deompostos, problema este que embora
relativamente freqeente nas redes metalolicas dos orgasmos, nao foi claramente abordada em
[27] e nao foi tratada em [15] ou [14].

dct-ufms



Introdicao 3

Aem dessa contribucao, procuramos atacar outros prolemas como a enumeracao de todos
0s conjuntos minimais de precursores necessriosa sintieacao de um ou mais compostos alvos,
sendo que a solwcao deste problema considerando-se maisuwshe composto alvo simultaneamente
e uma outra contribucao do presente trabalho. Alguns dos resultados obtidos at aqui com a
aplicacao de nosso nmetodo de aralise de nutrientes [6] mvolvem a identi cacao de falhas em
informacees metalolicas de bases de dados comoeaxocyc , assim como haviam feito Romero
e Karp, e tamkem uma aralise mais abrangente da relacao atre parasita e hospedeiro, a partir
da aralise dos nutrientes compartilhados entre eles [6]. almente, outra contribucaoe a
formalizecao das de ncees dos principais problemas lbordados, abm de apresentar aralise da
complexidade dos problemas estudados e aralise dos algonos apresentados.

A seqeéncia deste trabalho est organizada da seguinte aneira. O captulo 2 apresenta as
principais de ncees biobgicas referentes ao metabakmo celular, aém de apresentar algumas
das principais bases de dados metalplicas disponveis pa acesso atrawes danternet. O captulo
3 apresenta as diferentes formas de se modelar uma rede metizda em estruturas de dados
computacionais, incluindo a modelagem atrawes de grafos ipartidos de compostos e reacees,
estrutura adotada no restante do trabalho. O captulo 4 aprofunda o estudo sobre aralise de
nutrientes utilizando-se conjuntos de precursores ausenge trazendo uma de ncao formal dos
problemas, discussao de suas complexidades e a apreseata de um algoritmo para enumerar
todos os conjuntos minimais de precursores de um metatold alvo, para uma rede metatolica.
O captulo 5 apresenta resultados biobgicos obtidos como netodo de aralise de nutrientes
proposto neste trabalho e, nalmente, o captulo 6 concluio trabalho, demonstrando os principais
benefcios trazidos pelo metodo proposto e apontando potos de melhoria e de discussao futuras.

O trabalho conem ainda o apéndice A, contendo uma especicacao ecnica sobre a ferra-
menta de aralise de nutrientes construda, destacando o tagrama de classes com o detalhamento
de cada uma delas, abm de um breve tutorial sobre a forma de tilizacao da aplicacao. O
apéndice B traz um glossario com os principais termos biogicos utilizados no trabalho.

dct-ufms



Captulo 2

Biologia das Redes e Vias
Metalolicas

Este captulo apresenta na secao 2.1 0s principais condes e termos relativosa biologia das
redes metalnlicas e na secao 2.2 alguns detalhes adiciais sobre o processo de reconstrucao de
uma rede metalblica para um novo organismo, quee 0 processatrawes do qual se remonta a
rede metalolica de um novo organismo atrawes de seus dadogendmicos e da rede metalolica
de um outro organismo de referéncia. Muitas dessas inforroaes estao amplamente disponveis
para acesso atrawes da rede mundial de computadores. Algundos principais bancos de dados
de informacees sobre redes e vias metatolicas sao apeesados na secao 2.3.

2.1 Aspectos Biobgicos

O conteudo deste captulo foi elaborado atrawes de concetos expostos em [13], [20] e, prin-
cipalmente, em [21] e [28].

O metabolismo celulare, fundamentalmente, a matria biobgica relacionada a este trabalho.
Assim, este captulo tem por objetivo apresentar os princpais conceitos biobgicos relacionados
ao estudo empreendido, aém de estabelecer um vocabubwi de termos fundamentais.

Por metabolismo compreende-se todo o conjunto de transformacees que as si@ncias
gumicas sofrem no interior das @lulas dos organismos. Esas transformacees sao chamadas
de reaees gqumicas . O metabolismo pode ser visto como um conjunto de reaceesumicas
intracelulares. Umareacao qumica e atransformacao de um conjunto de substancias qumia@s,
chamadas dereagentes ou substratos , gerando um conjunto de outras substancias gqumicas,
chamadas deprodutos da rexcao . Chamam-semetalwlitos as substancias qumicas parti-
cipantes de reacees qumicas que compeem o0 metabolismae algum organismo, podendo ser
tanto reagentes quanto produtos de reacoes.

Existem dois tipos possveis de metabolismo: o anabolisme o catabolismo. Oanabolis-
mo compreende a snhtese ou formecao de compostos atravesaduso de energia e do consumo
de reagentes, enquanto @atabolismo e a degradacao, ou \quebra" de compostos, liberando
energia e produzindo compostos que servem de reagentes pardras reaceoes. Tanto um quanto
outro se dao atrawes de reacees qumicas.
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A velocidade em que as reacoees ocorrem nas @lulase umtta determinante para a sus-
tentacao da vida dessas @®lulas. Entretanto, as maneira usuais pelas quais os pesquisadores
estimulam, ou catalisam, as taxas de reacees, tais como degacao da temperatura, 0 aumento
da pressao, o aumento da concentracao de um dos reagentas a adcao deacidos e bases, nao
ocorrem naturalmente em nvel celular. As enzimas sao o0s catalisadores das reacees qumicas
das @lulas, aumentando as taxas de reacees em \arias dens de magnitude. Geralmente, uma
enzima catalisa um pequeno rumero de reacees qumicas @ara que estas reeacoes ocorrame
necessria a participacao desta enzima espec ca.

Desta forma, as enzimas desempenham o papel de incentivar anversao dos substratos em
produtos. Esse processo ocorre da seguinte forma: iniciabmte ocorre a associecao da enzima E
com os substratos S, produzindo um complexo intermedaricenzima-substrato ES: E+S  ES. A
seguir, esse complexo ES passa por um eshtgio de transoc&hamado decaslise , quee denotado
por EA, transformando-se em um complexo enzima-produto EP: ES EA  EP. Finalmente,
ocorre a quebra do complexo enzima-produto EP, liberando asigimas e os produtos resultantes
dareacao: EP E + P, conforme exempli cado a seguir:

E+S ES EA EP E+P.

Algumas pequenas mokculas especiais, chamadas-fatores , sao essenciais para a e&cao das
enzimas. Elas se encaixam nas enzimas melhorando ou piorand atividade da enzima. No
primeiro caso, sao chamadas dativadores da enzima enquanto no segundo caso sao chamadas
de inibidores . Para que uma reaao qumica ocorra, entao, algumas caicees devem ser
satisfeitas:

(i) todos os reagentes devem estar presentes na @lula, em quaades necessrias para que
a reacao ocorra;

(i) a enzima que catalisa a reacao deve estar presente;

(iii ) Co-fatores que interferem na atividade da enzima devem ouan-podem estar presentes,
dependendo de serem ativadores ou inibidores;

Outro fator determinante para a ocorréncia das reacees gmicase que, para gue 0s substratos
e enzimas estejam presentes e em quantidades necessarageacao, pode ocorrer tanto a sntese
desses constituintes pela popria ®lula quanto a absotao desses compostos. As enzimas sao
protenas ou complexos de protenas sintetizadas pela mpria elula enquanto outros compostos
gumicos nhecessarios as reacees podem ser sintetizams ou absorvidos pela @lula, atrawes da
membrana celular, por meio de reacees qumicas denomirtas reacees de transporte

As atividades enzimaticas sao classi cadas e catalogadapelo International Union of Bio-
chemistry and Molecular Biology (IUBMB). Cada enzimae classi cada por um EC Num-
ber, que e um @digo hierarquicamente de nido atraves de 4 numeros, separados por pon-
tos, no formato X.Y.W.Z, cada rumero re nando progressivamente a acao enzimatica re-
alizada. O primeiro rumero, X, dene o tipo de reacao catalisada, os dois rumeros
seguintes, Y e W, indicam a classe e subclasse da enzima engua Z, o ultimo rumero,

e um identi cador sequencial da enzima dentro desta classcacao hiearquica. O stio
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/rules.htmi traz mais informecees e detalhes
sobre as regras de classi cacao e nomenclatura de enzimdse acordo com as reacees que elas
catalisam.

dct-ufms
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O metabolismo da @lula permite que ela mantenha-se viva, @<xa e se reproduza. Para que
essas fases da vida celular ocorrame necessria a presencontnua de fontes de energia que
servirao como substratos iniciais para uma rie de reaes encadeadas que terao como produto
nal os constituintes celulares, propiciando tanto a garartia da vida celular quanto o crescimento
e a reproduwao da @lula.

A principal fonte de energia para a vida sao 0s raios solare#\lguns organismos sao capazes
de extrair energia diretamente dessa fonte, atrawes do proesso chamaddotossntese . Du-
rante a fotossntese, a energia solare transformada e arrmzenada em alguma forma de energia
gumica como o trifosfato de adenosina (ATP), a nicotinamida adenina dinucleotdeo (NAD) ou
ainda a nicotinamida adenina dinucleotdeo fosfato (NADP). Organismos incapazes de realizar
fotossntese obtém energia de maneira secundaria, alimantando-se de organismos que possuem
algum tipo de energia qumica armazenada.

ATP e NADP sao biomokculas energeticas pois armazenam mergia quimicamente e fun-
cionam como fontes de energia para o metabolismo celular, dal forma que quando reagem
com outras mokculas no interior das ®lulas, a energia beradae utilizada em outros processos
intracelulares.

Uma reacao exergbnica e tal que a energia dos produtos da reacaoe menor do que a
energia existente nos reagentes, fazendo com que haja a lik=ao de energia livre. Umareacao
endergbnica , por outro lado,e aquela na qual a energia dos produtose mar do que a energia
dos reagentes. Uma reacao exergonica ocorre espontan@ente enquanto as reacees endergonicas
precisam de energia livre disponvel para ocorrerem.

Por exemplo, a reacao Glucose + P Glucose-6-fosfatoe endergbnica enquanto a reacao
ATP  ADP + P i, que representa a quebra do trifosfato de adenosina,e umaecao exergonica.
Essas duas reacoes compartilham um produto intermedaio, o fosfato inorganico denotado por
Pi, sendo que a energia necessaria para que a primeira reas@corra pode ser obtida da energia
liberada pela segunda reacao. Essas duas reacees podsear encadeadas na forma

Glucose + ATP ADP + Glucose-6-fosfato

omitindo o produto intermedario dos dois lados da reaca. O acoplamento de reacees exergo-
nicas e enderg6nicas por meio de compostos intermedarsoem comume central para a troca de

energia em seres vivos. A quebra de ATP, exibida acima,e umeeacao exergdnica que possibilita
a ocorréncia de \arias reacees endergonicas nas ahs.

O metabolismo de um organismo e tamtem chamado derede metalwlica ou de vias
metalolicas do organismo . Essas outras denominacees procuram deixar mais evidemto
fato de que as reacoes ocorridas nas ®lulas estao integlacionadas, visto que os produtos de
uma reacao geralmente servem como substratos para outragecees. A gura 2.1 traz parte
da representacao da via metatlolica do organismoE. coli, disponibilizada na ferramenta web
ecocyc .

\arias vias metalplicas sao apresentadas na gura 2.1, sndo que smbolos como crculos,
retangulos ou triangulos simbolizam compostos ou enzinmenquanto as linhas sao as reacoes
gumicas. A ferramenta ecocyc possibilita a visualizacao de mais detalhes de cada uma dga
vias, como exempli cado na gura 2.2, que traz o detalhamenb da via metatolica responsavel
pela sntese do glicogénio.

Os arranjos dessas vias podem variar, podendo séineares (pathwayg, cclicos ou em
camadas, abm de poderem possuir rami cacees. Nasvias lineares , cada reacao, catalisada

dct-ufms



Biologia das Redes e Vias Metallicas 7

Figura 2.1: Parte da rede metalplica doE. coli extrado do ecocyc .

el ﬁ |
P = E. coli K12 Pathway: glycogen biosynthesis | (from ADP-D-Glucose)

Mare Detail | Less Detail I Cross-Species Comparison I Download Genes I BioPAX format I

ATP_o-D-glucose 1-phosphate

diphosphat glucose-1-phosphate
+ = adenylytransferase: olyC
27rET

DP-D-glucose

(1,4-2-D-glucosyliy)
.

+! glycogen synthase: glgh
24.1.21
{1,4-2-D-glucosyl)y.iy
1,4-z-glucan
branching enzyme: glyB
24118
glycogen

Legend for Pathway Diagram

If an enzyme name is shown in bold, there is experimental evidence for this enzymatic activity.

Figura 2.2: Via metalplica de sntese do gligocénio, noE. coli, extrado do ecocyc .

por uma enzima espec ca, consome substratos e gera prodos que, por sua vez servem como
substratos para outra reacao. Esse esquema pode ser visizado na gura 2.3, em que um
substrato A sofre uma seqgs¢éncia de reacees at produzium produto intermedario P, que por
sua vez tamkem sofre uma srie de reacoes at gerar o prduto nal da reacao X. Note que a
representacao das redes metalblicas adotada nas gurageste captuloe apenas esquenatica,
sendo que as discussees acerca da representacao e magatade redes metalolicas em estruturas
de dados computacionais se daa apenas no captulo 3.
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A———=P=—=—=X

Figura 2.3: Exemplo de via metalplica linear.

Ao conjunto de reacees que produzem substratos para outsareacees, istoe, que nao pro-
duzem produtos nais da via metalolica, tais como paredes elulares, organelas, etc, da-se o
nome demetabolismo intermedario

A

X\/ -
N

Figura 2.4: Exemplo de via metalplica cclica.

A gura 2.4 apresenta uma via metallica cclica e a gura 2.5 demonstra uma via
metalwlica em camadas

No exemplo da gura 2.4, a reacao de dois compostos A e Me iiciada, gerando produ-
tos intermedarios P e X e obtendo como produto nal o compogo M, que desta forma pode
acumular-se e iniciar uma nova reacao com A, repetindo-se dao. A concentracao do composto
M desempenha uma furcao cataltica.

(1)
A~ P

) i

V W

®3) l

X Y

Figura 2.5: Exemplo de via metatnlica em camadas.

Em uma via metatnlica em camadas, como a apresentada na gux 2.5, a dependéncia entre
as vias se ch sem que o produto das reacees de uma via sejagnsumidos pelas reacoes das outras
vias, diferentemente do que ocorre nas vias lineares. No erelo apresentado, a concentracao
do composto P, produzido pela primeira reacao, estimula asegunda reacao a ocorrer, fazendo
com que seja produzido o composto W que por sua vez desencadaiprodwcao do composto Y.
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Abm das diversas con gurecees topobgicas das vias, atra caracterstica importantee a
reversibilidade das reacoes, istoe, apesar de ter sido exempli cada umaidcao na qual as
reacees ocorrem, geralmente elas tamkem podem ocorreronsentido inverso, com o0s produtos
fazendo o papel de reagentes e 0s reagentes de produtos.

Sao chamadoswutrientes 0s elementos ou compostos qumicos essenciais ao metalsatio
de um organismo, formando a fonte de sustentacao da vida. td conjunto de nutrientes
representa 0s elementos qumicos su cientes para a manuteao e reprodwao da vida do orga-
nismo. O conjunto de nutrientes de um organismo pode diferido conjunto de nutrientes de
outro organismo, a que eles podem possuir metabolismos féirentes.

A partir dos conceitos expostos, pode-se citar o seguinte toho de [20], que expee um proble-
ma biobgico intimamente relacionado ao trabalho ora proposto: \O fato de um organismo ser
obrigado a manter equilbrio energetico para sobreviver, mesmo que tenha chegadoa maturacao,
leva-nos a conclusao de que 0 organismo precisa, a0 mesmanigo, manter um equilbrio de
substancias. Ele absorve alimentos para obter energia, fer reparos e manter-se, e excreta 0s
produtos residuais. Portanto o organismo precisa excretatantosatomos de cada tipo quantos
tenha ingerido, ou perdera seu equilbrio. Tornar-sea mais gordo ou mais magro, dependendo
da direcao em que o seu equilbrioe desregulado. O coné® da existéncia de um equilbrio
de substancias leva-nos diretamente a considerarutrientes e necessidades nutritivas Quais as
necessidades mnimas para o equilbrio alterado de reprduwcao, crescimento e desenvolvimento?"

2.2 Reconstricao de uma Rede Metalwlica

O processo de reconstricao de uma rede metatplica conggsem inferir, a partir de uma
rede metalolica de referéncia e do genoma de um organism@s reacees e vias metalolicas
presentes neste organismo. Embora recentemente o process® comparacao gendmica tenha
sido amplamente automatizado, ainda requer participac® manual de especialistas para validar
e \lapidar" o trabalho de modelagem de uma nova rede metalnica. O bpico de reconstricao
de uma rede metalnlicae um bpico de estudo vasto, com diversos desmembramentos e prob-
lemas espec cos, que fogem ao escopo deste trabalho. A s8g sela apresentada apenas uma
introducao ao assunto, com as ickias e problemas fundameais relacionados ao processo.

Grosso modo, o processo de reconstricao da rede metalwdi de um organismo parte do
genoma deste organismo, identi cando-se a partir da 0s gees que sintetizam protenas e, destas
protenas, quais sao enzimas. O passo seguintee identtar as furcees catalticas de cada enzima
sintetizada pelo organismo, sabendo-se assim as reaceegdevem estar presentes no organismo.
Evidentemente, a qualidade deste processo depende da quiide das anotacees do genoma do
organismo, dos dados de referéncia sobre as furcees dapenhadas pelas enzimas e tamtem da
relecao de reacoes que cada enzima catalisa. Outro fatomportantee a distancia taxonémica
entre 0 organismo cuja rede est sendo reconstruda e o oanismo de referéncia utilizado.

Vias metalplicas sao conjuntos de reacees que correspdem a alguma furcao metalolica.
A gliolise por exemploe uma via metalolica que ocorre na maioria dos organismos. Organis-
mos de referéncia devem conter as reacees comuns a organbs similares mas tamtem reacoees
espec cas. O processo envolve entao partir deste conjua de referéncia e marcar suas reecoes
como presentes no organismo cuja rede est sendo constda, a medida que se constata que
uma enzima que catalisa esta reecaoe sintetizada pelo ganismo. Esta tcnica, poem, nao
encontra novas vias metalolicas, nao existentes no orgamo de referéncia.
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Para realizar a reconstricao de uma rede metatplica p &istem \arias ferramentas que
automatizam grande parte do esforco, localizando genes alénti cando as enzimas, cruzando
informacees em bancos de dados espec cos para descobas furcees destas enzimas, obtendo
0s seusEC numbers e a partir disso reconstruindo a rede metalolica do organisio. Duas das
ferramentas mais utilizadas para este propsito sao &kaas { KEGG Automatic Annotation
Server [17] { e o pathologic , a ferramenta de predcao que acompanha o pacot&iocyc
pathway tools [25], sendo que aultima conem tamkem o nodulo pathway hunter tool ,
gue implementa tchicas que procuram localizar novas viasnetalplicas.

O processo autonatico de reconstricao de redes metahitas geralmente deixa algumas lacu-
nas a serem preenchidas, tais como reacees que nao santdcadas pelo processo autoratico
e, por nao aparecerem na rede reconstruda, causam \buras" nas vias metatolicas. A auséncia
dessas reacoes pode ser explicada por baixa similaridada seqséncia que corresponde ao gene
com as segeencias que codi cam a enzima associada a estarao, ho organismo de referéncia, ou
ainda pelo fato de, eventualmente, os produtos da reacactem sido gerados por vias alternativas
ou absorvidas do ambiente, dentre outras explicacoes pesgeis. Outro problema ainda pendente
ao nal do processo automatico de reconstricaoe a corrda indicacao quantoa reversibilidade
das reacoes.

2.3 Bancos de Dados de Redes Metalwlicas

Nesta secao, serao apresentados alguns dos principasnicos de dados com informacees sobre
0 metabolismo e as vias metatolicas de organismos, disporis para acesso piblico atrawes da
rede mundial de computadores.

kegg { Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [18].

O kegg e um banco de dados contendo informacees sobre vias liness, abm de in-
formacees espec cas sobre compostos, enzimas e remes, dentre outras. As vias
metalolicas contidas na base de dados sao apresentadas ésmmmato gia co, com hiperlinks
para facilitar a navegecao entre vias relacionadas. Outx facilidadee a obtercao de dados
adicionais sobre as enzimas que catalisam as reacoes ag@prtadas. Akm da apresentecao
das vias lineares, o banco oferece recursos para obter esdados em formato XML;

Disponvel em: http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html

ecocyc { Encyclopedia of Escherichia coli K-12 Genes and Metabolism [8]

Trata-se de um projeto de compilacao de informacees solera baceria E. coli. O ecocyc e
um banco de dados que armazena informacees sobre 0s gergesyeacoes e 0 metabolismo
do organismo. Esses dados podem ser obtidos em alguns formatpe-determinados,
incluindo nesta lista 0 FASTA e outros formatos textuais;

Disponvel em: http://www.ecocyc.org

metacyc { Encyclopedia of Metabolic Pathways [23]

Trata-se de um banco de dados contendo mais de 900 redes metdibas, com garantia
de nao-redundancia das informecees e de dados previamenanalisados e anotados por
especialistas. Abm das redes metalplicas, ha informaees sobre os compostos e as reacees;

Disponvel em: http://www.metacyc.org
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emp { Enzymes and Metabolic Pathways [9]

O projeto emp oferece um banco de dados com informacees sobre enzimas iasv
metatolicas, permitindo consultas interativas ao banco eobtercao de guras das vias
metalolicas em formato SVG e PNG;

Disponvel em: http://www.empproject.com

tumor metabolome [34]

Banco de dados com informacees sobre o metabolismo de ahs com tumores, exempli -
cando as principais caractersticas destas em comparaoe-com as @lulas normais.

Disponvel em: http://metabolic-database.com

Devidoa descentralizacao das informeacees dispostagm \arias bases de dados separadas e
independentes, existem algumas iniciativas que visam ofecer acesso centralizado aos dados,
atrawes da integracao dos dados de bases de dados distrldas, tais como:

biocyc { Database Collection [2]

O biocyc e uma colecao de mais de 260 bancos de dados de vias metéits, incluindo o
metacyc e oecocyc ;

Disponvel em: http://biocyc.org

biosilico { An Integrated Metabolic Database System [3]

Trata-se de um sistema que permite buscas e aralises de dados #@ias metalplicas, aces-
sando diversas bases de dados comoecocyc e ometacyc , dentre outros.

Disponvel em: http://biosilico.kaist.ac.kr:8017/biochemdb/index.] sp
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Captulo 3

Modelagem de Redes Metalwlicas

Este captulo visa apresentar algumas das formas mais comns de modelagem de uma rede
metalplica por meio de estruturas de dados computacionaisA secao 3.1 traz uma visao geral
do problema de modelagem de redes metalplicas. As sece82, 3.3, 3.4 e 3.5 apresentam mod-
elagens atrawes de grafos de reacoes, grafos de compastgrafos de enzimas e grafos bipartidos,
respectivamente. A secao 3.6 apresenta a modelagem de umede metatolica atraves de um
hipergrafo. Todas as modelagens apresentadas at a sa8.6 sao qualitativas, nao tratando de-
talhadamente as quantidades de cada reagente e produto dasacees da rede metalplica. Uma
modelagem quantitativa da rede, atraves de modos elementas, e apresentada na secao 3.7.

3.1 Representacao de Redes Metalwlicas

Qual a estrutura de dados mais adequada para representar untede metalplica? Levando-se
em conta que uma rede metalolicae composta por um conjuntade reacees qumicas, o problema
pode ser inicialmente restritoa melhor estrutura para representar uma reacao. Grafos de reacoes
tém sido os principais representantes para atingir esse @étivo, sendo que outras estruturas de
dados como grafos de compostos ou grafos bipartidos, com urpartcao representando reecoes
e a outra os compostos envolvidos nestas reacees, tamkecumprem esse papel, bem como
hipergrafos com hiperarestas representando as reacoea dede metatolica.

Apesar da variedade de modelagens, ainda nao ta uma unanidade a favor de uma delas
e a escolha se ch de acordo com a adequacao da modelagem aolppema a ser resolvido. Um
dos principais problemas relativos a essas modelagense aasfalta de precisao, que poderia ser
resolvida em uma modelagem atrawes de hipergrafos. As sees seguintes apresentarao com mais
detalhes essas variecoes de modelagem para uma mesma reaetalolica, discutindo com mais
detalhes suas diferercas e reatando suas vantagens e dastagens.

Abm da modelagem especi camente da estrutura de uma rede mtatolica, alguns trabalhos,
como [16], apresentam uma abordagem de modelagem de toda aélinica intra-celular do orga-
nismo E. coli atraves de modelos de inteligéncia arti cial como os agetes tomadores de decisao,
utilizando o modelo Crerca, Desejo e Intercao ou BDI, do nglés Belief, Desire and Intention.
O propositoe caracterizar cada propriedade qumica da @®lula como um estado diferente do mo-
delo, medindo as concentracees de substancias dentro slaelulas que ocasionaram a mudarca
de estado.
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Um dos principais problemas da representacao acima dedta e que as simulacees por
agente consideram um tempo discreto, nao capturando comglamente os processos dinAmicos,
contnuos, do mundo real. Uma abordagem de modelagem hbida, qualitativa e quantitativa,
discreta e contnua,e apresentada e discutida em [22].

Contudo, as caractersticas dinamicas da @®lula e os prblemas de modelagem decorrentes
delas nao sao alvo de estudo deste trabalho e, desta form@assamos a nos concentrar apenas
nas diferentes modelagens estritamente das redes metalwhs dos organismos.

3.2 Grafo de Reaoes

Um grafo e uma estrutura formada por dois tipos de objetos: \ertices e arestas. Cada
arestae um par nao-ordenado de \ertices, ou seja, um conjito com exatamente dois \ertices.
[10]. Assim, formalmente, um grafoGe um par (V; E), sendoV um conjunto nito de \ertices e
E um conjunto nito de arestas, portanto um subconjunto de V2. Um grafoe dito ser orientado
guando as suas arestas sao pares ordenados de \erticessteecaso, para um par ordenado de
\ertices (vi; V), diz-se que a aresta vai des; em direcao av; .

Modelar uma rede metatplica utilizando um grafo e equivalente, portanto, a associar en-
tidades biobgicas relacionadasas redes metatnlicas as conjuntos de \ertices e arestas de um
grafo.

Em um grafo de reaeoes , cada reacao de uma rede metalolicae representada comam
\ertice de um grafo orientado, sendo que existia uma areta de uma reacaoR; para uma reacao
R; se ha algum composto sintetizado porR; que seja consumido poR; .

A principal caracterstica, e vantagem, dessa modelagene a sua simplicidade e a capacidade
de capturar uma relecao direta entre reacees, permitinlo a busca e o reconhecimento de padrees,
chamadosmotifs, entre as reacees, provavelmente relacionados a vias nablicas utilizadas pelo
organismo. Contudo, esta simplicidade traz consigo imprésao e ambigdidade, p que, dentre
outros problemas, redes metatolicas diferentes como as egsentadas na tabela 3.1, levam ao
mesmo grafo de reacoes, exibido na gura 3.1.

Tabela 3.1: Redes metalplicas distintas que levam ao mesmgrafo de reacoes.
Rede 1 | Rede 2
Reexao 1:A! B |A+B! C
Reexcao2:B! C | C+B! D
Rexao 3:C! D |A+D! E

Figura 3.1: |Grafo de reacees gerado para as redes da tabel 3.1.
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3.3 Grafo de Compostos

Uma outra forma de representecao de uma rede metatolica atraves de grafos de compos-
tos, nos quais associa-se cada composto presente na rede com wrtice de um grafo orientado,
sendo que existia uma aresta de um compostdC; para um compostoC; caso exista uma ou
mais reacoes que tenhanC; como um de seus substratos € como um de seus produtos.

Da mesma forma que ocorre com os grafos de reacees, os gsafle compostos sao simples
mas tamkem imprecisos e ambguos. A tabela 3.2 apresenta uhs redes metalplicas diferentes
gue levam ao mesmo grafo de compostos, exibido na gura 3.2.

Tabela 3.2: Redes metatwlicas distintas que levam ao mesmgrafo de compostos.
Rede 1 | Rede 2

Rexao 1:A! C |A+B! C
Rexao2:B! C |C! D
Reaxao 3:C! D

Figura 3.2: |Grafo de compostos gerado para as redes da tabel 3.2.

3.4 Grafo de Enzimas

Nos grafos de enzimas , o0s \ertices do grafo sao enzimas e uma aresta liga duas emas
se elas catalisam reacees que compartilham pelo menos uneroposto, seja ele substrato ou
produto.

Como reacoes diferentes podem ser catalisadas pela meseraima, elas podem criar atalhos
entre compostos distantes na rede metalblica, por exemplanindo duas vias metalblicas bas-
tante separadas na rede metalolica, caso uma mesma enzimatalise reacoes distintas, presentes
nestas duas vias. Em casos assim, a popria estrutura da redmetatnlica naoe adequadamente
mapeada, mas mesmo assim redes de enzimas podem seruteBsa o interesse esteja restritoa
relacao entre as enzimas.

Uma maneira alternativa de introduzir as enzimas a modelagm de redes metalolicas e
incluir ptulos nas arestas dos grafos de compostos e dos afos de reacees, preservando assim a
estrutura da rede e proporcionando informacao relativaa enzima que catalisa as reacees.
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3.5 Grafo Bipartido

Nas oprcees de modelagem apresentadas ak aqui, sempresasia-se uma determinada enti-
dade biobgica (reacees, compostos, enzimas) ao conjtmde \ertices de um grafo. Em todas elas,
contudo, ocorrem problemas de imprecisao e ambigdidadeug fazem com que redes metalblicas
distintas sejam modeladas por grafos iguais. A utilizaca de um grafo bipartido , no qual
0 conjunto de \ertices pode conter tanto reacees quanto ompostos surge, entao, para tentar
resolver esses problemas.

Na modelagem atrawes de um grafo orientado bipartido, os compostos e as reacees sao \ertices
do grafo, e la uma aresta de um compostd para uma reacaoR se S for substrato deR e ta
uma aresta de uma reacadk para um compostoP, casoP seja um produto deR. Desta forma,
nao ta arestas entre dois compostos e nem entre duas reses, formando assim as duas partcees
do grafo.

As guras 3.3 e 3.4 trazem as modelagens em grafo bipartido da4 redes metatolicas apre-
sentadas nas tabelas 3.1 e 3.2. Nas guras, as elipses re@e&m 0s compostos e os retangulos
representam as reacoes.

Figura 3.3: |Grafo bipartido gerado para as redes da tabela 3.1.

Figura 3.4: |Grafo bipartido gerado para as redes da tabela 3.2.

Ainda que esta modelagem resolva problemas de ambigdidadesla nao contempla alguns
aspectos importantes das redes metatolicas, como a estoiunetria { que sea devidamente
apresentada na secao 3.7 { dos compostos envolvidos nasaees. Entretanto, esse problema
pode ser facilmente resolvido incluindo-se uma anotacaoas arestas que indique as concentrecoes
de cada substrato e dos produtos resultantes para cada uma gdaeacees.

A modelagem de redes metalplicas atraves de grafos bipaitlos e adotada neste trabalho
tanto para os resultados teoricos, apresentados a partir @ poximo captulo, quanto para a
contricao da ferramenta e obtercao dos resultados p#icos.
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3.6 Hipergrafo

Em um hipergrafo tamkem temos um conjunto de \ertices, mas passamos a ter um conjunto
de hiperarestas , sendo que uma hiperarestae um conjunto de dois ou mais \dices.

A modelagem de redes metalblicas atraves dehipergrafos tambkem resolve os problemas
de ambigdidade existentes nos grafos de compostos e de cees, aém de contribuir com uma
representacao mais exata de uma reacao como sendo umapkraresta, que envolva todos os
compostos participantes dela, tanto substratos como prodios. Com isso, a modelagem por
hipergrafos tem a vantagem de ser mais precisa que todas asnlais anteriormente apresentadas.
As guras 3.5 e 3.6 trazem as modelagens em hipergrafo das 4des metalolicas apresentadas
nas tabelas 3.1 e 3.2.

Figura 3.5: |Hipergrafo gerado para as redes da tabela 3.1.

Figura 3.6: |Hipergrafo gerado para as redes da tabela 3.2.

Contudo, para que se obtenha uma correta representacao egmentacao entre substratos e
produtos de uma reacao,e necessrio que adote-se 0 uso déperarestas orientadas, no sentido
dos substratos para os produtos da reacao, tal como ocomina modelagem atraves de grafos
bipartidos.

Note-se ainda que, apesar de estruturalmente mais apropriadpara representar as reaoes, a
estoquiometria naoe tao facilmente incorporada a um higrgrafo, usando-se anotecees nas hiper-
arestas, como no caso dos grafos bipartidos. Da mesma forme representacao em computador
de grafos bipartidos e, consegeentemente, os algoritmospéicados a grafos bipartidos, tendem
a ser menos complexos do que com hipergrafos, justi cando-sessim a escolha da modelagem
atrawes de grafos bipartidos no restante deste trabalho.
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3.7 Modos Elementares

As modelagens de redes metalplicas utilizando-se grafos,edcritas nas secees anteriores,
nao levam em consideracao a estoquiometria das reac®¢ mesmo que elas sejam indicadas,
eventualmente, como anotacees de arestas em um grafo bigiglo, por exemplo. Aem disso,
nao ha qualquer mercao a restrcoees regulabrias outermodindmicas. A estoquiometria de
uma reacao sao as quantidades necessrias de cada um deagentes desta reacao e as quanti-
dades produzidas de cada um dos produtos da reacao. A segupresentamos 0s conceitos de
modo e modo elementar e de como eles podem ser utilizados paredelar redes metalolicas,
atendendo a restrcees estoquionetricas, termodinanicas, entre outras. Uma abordagem de
modelagem de rede metalplicae dita serbaseada em restrcees quando ela visa contemplar
todas as restrcoees quantitativas, termodinamicas, rgulabrias, etc. existentes em nvel celular.
O contaudo desta secao foi baseado em [5].

Em uma abordagem baseada em restrcoes, pode-se continuarodelando a rede metalolica
como um grafo ou um hipergrafo, mas deve-se adicionar regrasafa restringir oS Uxos per-
mitidos para a rede, atraves dos dados estoquionetricosrestrcees termodindmicas ou outras
restrcees quaisquer. As principais regras servem paraagantir o estado de equilbrio (steady-
state), para o qual todo composto produzido deve ser consumido, esaestrcees termodinamicas,
gue ditam que reacees irreversveis $ podem ocorrer nalirecao apropriada.

Aplicando-se essas restrceesa uma rede metatolica, agnas uxos possveis, istoe, que aten-
damas restrcees de nidas, sao de interesse. Um uxo athissvel, chamadomodo , em uma rede
metalplica na qual de niram-se restrceese um conjunto de reacees que ocorrem determinadas
vezes e em determinada seqeéncia, transformando substes em produtos, de forma que todos
0s compostos envolvidos quem balanceados { atendamas rékees estoquionetricas { e que
as reacoes irreversveis ocorram sempre na direcao appriada. Um problema relacionado a essa
de ncao de modoe a aralise de uxo buscando-se um modo q& otimize uma funcao objetivo,
como a biomassa ou a prodwao de ATP.

Para os casos em que nao ta uma furcao objetivo a ser otimada, todos 0os modos sao
igualmente interessantes e um problema interessante passa ser encontrar um conjunto de
modos elementares , istoe, modos que tem a propriedade de nao conterem nenhurautro
modo. O conjunto de modos elementares e, desta forma, um cqumto gerador de todos os
modos da rede metallica.

Modos elementares representam uma formalizacao da de o@o biobgica de via metalwlica,
f que um modo pode ser visto como um conjunto de enzimas { ou €l reacees que essas enzimas
catalisam { que operam juntamente em estado de equilbrio @ra produzir determinados produtos
e um modoe elementar se a remacao de uma das enzimas faz caue os produtos nao sejam
mais produzidos.

Uma matriz estoquionetrica S de uma rede metalnlicae uma matriz com n linhas em
colunas,n sendo o rumero de metalolitos em o rumero de reacoees. A poscaoS(i;j ) da matriz
S tem valor k se a reacaoj produz k unidades do metalolito i, neste caso dizemos quee a
sada da reacaoj. A postcao S(i;j ) da matriz S tem valor k se a reacag consomek unidades
do metaholito i, neste caso dizemos quee entrada da reacaoj. A poscao S(i;j) da matriz
S tem valor 0 caso o metallito i nao esteja envolvido na reacag. O valor ke o coe ciente
estoquionetrico do metalolito i na reacaoj. Uma matriz estoquiornetrica resume a estrutura
de uma rede metalwlica.
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Considere que o conjunto de reacees de uma rede metalpéicseja dividido em dois: O
conjunto R contendo todas as reacees que sao reversveis e o confjon contendo as reacoes
irreversveis.

Um vetor de uxo { ou distribucao de uxo { ve um vetor de dimensaom do espaco de
reaceesR™, no qual o elementov; descreve 0 uxo nai€sima reacao. Um vetor de uxoe um
modo se:

(i) Sv=0;
(i) vi > 0;8i 21 .

Chamamos deR(v) o conjunto de reacees que participam do uxo, ou sejaR(v) = fj jv; 6
0g. Desta forma, um modove dito ser um modo elementar caso nao haja um outro modow
tal que R(w) R(v). Assim, podemos utilizaralgebra linear para veri car se 0 vetor ve um
modo e depois veri car se 0 modoe elementar.

A abordagem utilizando-se modos elementares e matematicaente mais precisa e permite
uma aralise quantitativa da rede metalwlica, em detrimento da aralise estritamente qualitativa
proporcionada pela modelagem atrawes de um grafo bipartid, por exemplo, atraves da qual
obem-se uma modelagem estrutural sem, contudo, incluir gaisquer informacees regulabrias
ou regras relacionadasas quantidades dos compostos envimos nas reacoes.

Todavia,e computacionalmente invavel avaliar todos os modos elementares existentes para
uma rede metalolica, a m de obter-se uma enumeracao dos aguntos de nutrientes possveis
para a sintetizacao de determinados compostos. O que proca-se fazer, devido a essas restrcees
de desempenho, e realizar uma estraegia mista, em que obm-se uma <rie de conjuntos de
reacoes candidatas a serem modos elementares a partir dena aralise qualitativa, fazendo-se
em um segundo passo a validecao quantitativa destes conjios candidatos, avaliando-se entao
se sao modos elementares.
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Captulo 4

Aralise de Nutrientes por Conjuntos
de Precursores

Uma vez que a rede metalplica de um organismo tenha sido repstruda, uma das principais
guestees que podem ser elaboradase: como sao sintetinahs metatnlitos essenciais para este
organismo? Esta questao pode tamkem ser formulada assimguais sao os metalolitos que o
organismo precisa obter do ambiente para produzir tais metalitos essenciais?

Em [35] e apresentado o conceito deacessibilidade sinetica  que e o rumero total de
reacees necessrias para transformar um dado conjunto el substratos e nutrientes em um de-
terminado conjunto de produtos. No trabalho citado e apresntado um estudo do efeito de
alterecoes feitas emS, produzindo uma hipogtica rede metatplica mutante. A analise veri ca
se as alteracees podem afetar adversamente o crescimentedicando assim a viabilidade ou nao
dessas variacees mutantes.

[a-se 0 nome depropagaao para frente  (forward propagation) [27] a0 processo atrawes do
gual descobre-se 0s compostos sintetizados a partir de um dganto inicial de metatolitos. Pode-
se comparar o conjunto de compostos produzidos por uma progacao para frente a um conjunto
de metalblitos essenciais, obtendo-se assim a informapase este conjunto inicial e su ciente
para sintetizar os metalolitos essenciais. Caso nao seja problema do rastreio de precursores
ausentes backtracking)e de nido como a tarefa de descobrir quais sao 0s nutriergs que devem
ser adicionados a essa determinada con guracao inicial an de que determinados compostos
sejam gerados. Esses nutrientes ausentes sao chamadopmeursores dos compostos essenciais
de nidos. Um algoritmo para resolver tanto o problema da prgpagecao para frente quanto o
rastreio de precursores ausentese apresentado em [27]. @yaritmo foi executado sobre a base
de dadosecocyc [8] e proporciona uma aralise qualitativa das redes metablicas baseando-se
na conectividade da rede, istoe, procurando responder qua sao 0s compostos gerados pela rede
metalolica a partir de um conjunto de compostos fornecidoscomo entrada ou ainda indicando os
nutrientes ausentes que, caso estivessem presentes, fati@om que os produtos da rede fossem
de fato produzidos.

Em [4] e apresentada uma aralise de nutrientes para o orgaismo E. coli, com uma mo-
delagem de balanceamento de uxo para a rede metalblica dorganismo, tratando diferentes
taxas de crescimento esperadas para B. coli como uma problema de otimizacao de uxos
em redes. O objetivo do estudo e respondera pergunta: qualo conjunto mnimo de genes
capaz de permitir a replicacao e o crescimento do organiso? O modelo apresentado considera
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uma rede metalblica composta de 454 metalolitos e 720 rezees. O crescimentoe quanti cado
adicionando-se uma reacao adicional que \suga" os compass da biomassa dde. coli, istoe, uma
reacao que consuma os produtos equivalentes a um outro axgismo, de tal forma que a ativacao
dessa reacao e equivalente a prodwcao dos produtos sgientes e necessarios ao crescimento
e reprodwcao do organismo. A0S genes sao associadascess, de acordo com a(s) enzima(s)
expressada(s) pelo gene, e o problemae modelado como um ptema de minimizacao do rumero
de reacoes metalblicas ativadas para se atingir um deteninado nvel pe- xado de crescimento.

Neste captulo serao apresentados com mais detalhes ostedos efetuados a partir de [27],
relativos aos problemas de aralise de nutrientes por conjotos de precursores. A secao 4.1
aprofunda-se na de ncao dos conceitos da aralise de nuientes enquanto a secao 4.2 traz a
de ncao formal dos principais problemas relacionados ea secao 4.4 apresenta um algoritmo
proposto para resolver um dos problemas apresentados, o dewsnerecao de conjuntos minimais
de nutrientes ausentes, ou precursores.

4.1 Conceitos de Aralise de Nutrientes

Alguns estudos tém produzido bancos de dados integrados dgnomas e redes metalolicas,
atrawes da predcao das vias metatolicas de um organism a partir de seu genoma. Uma dessas
iniciativas produziu o banco de dadosecocyc [8], especializado em informacees sobre o organis-
mo E. coli. Esse banco de dados conem o genoma completo do organismaeEm dos produtos
conhecidos dos genes e de um conjunto de todas as reacoedatmicas e reacoees de transporte
conhecidas doE. coli. O principal objetivo deste e de outros projetos similaresdo ponto de
vista biobgico,e compilar, estruturar e tornar public as todas as informacees conhecidas sobre os
organismos estudados, em um ambiente integrado e que perraib estudo, aralise e a anotacao
de novas informacees vindas de experimentos e pesquisadacionadas. Do ponto de vista com-
putacional, a existéncia desses dados disponveis de maira estruturada propiciam uma aralise
computacional dos dados e, assim, a criacao de ferramergtale biologia computacional para gerar
novas informacees baseadas nestes dados.

No ecocyc , as informacees metalblicas sao representadas por egturas tais como com-
postos metalolicos, vias lineares e suas reaoes e as #nas que catalisam essas reacoes. As
informacees gereticas sao representadas por estrutaes tais cComo 0S cromossomos, 0S genes e 0s
produtos dos genes. A relacao primaria entre informacao metatolica e informacao geretica se
ch entre os produtos dos genes que sao enzimas que catalisaeacoes metalolicas.

A aralise empregada em [27]e uma aralise metalplica quditativa, que depende da conec-
tividade da rede metallica para estimar as necessidadesutricionais de um microorganismo
tal qual o E. coli. Microorganismo e a designacao comum a diversos seres pertencentes as
categorias de protozarios, bacerias, fungos, algas e ms, que podem ser vistos apenas com
auxlio de microsmpios. A abordagem utilizada neste trabalho tamkem pode ser aplicada a
outros microorganismos para os quais a informacao metallica seja conhecida.

Pode-se fazer um organismo se desenvolver em umeio de cultivo (culture medium), a
partir do qual ele possa obter nutrientes, istoe, 0S compo®s qUMICOS NecessArios para crescer e
se reproduzir, como por exemplo carbono, bsforo, nitroghio, poassio, ferro e magresio, dentre
outros. Um meio de cultivo de nido e tal que todos os compostos qumicos que 0 compeem
sao bem conhecidos. Quando um meio de cultivo de nido coatn apenas um conjunto mnimo
de nutrientes tais que 0 microorganismo possa crescer e sesdavolver, elee chamado demeio
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de crescimento (de tamanho) mnimo (minimal growth medium). Geralmente, os meios
de cultivo conhecidos para muitos microorganismos nao eaneios de cultivo de nidos, mas sim
meios complexos contendo compostos inde nidos.

Alguns microorganismos possuem vias metatolicas que peritem sintetizar todos os compos-
tos organicos a partir defontes de carbono simples, como glucose, lactose ou outros awucares.
Em outros casos, fontes de carbono mais complexas, chamadds fatores de crescimento
(growth factors), sao necessrias para suprir necessidades de compostganicos que 0s mi-
croorganismos nao sao capazes de sintetizar.

Dessa forma, umconjunto de nutrientes  para um dado microorganismo consiste em fontes
de elementos inorganicos necessarios ao organismo maima fonte de carbono e/ou fatores de
crescimento tais que o0 organismo seja capaz de crescer a padesse conjunto. Um fator de
crescimento, quando necessario, geralmente serve tambe como uma fonte de carbono. Alguns
elementos e compostos, chamados dm-fatores , sao tamkem necessarios para que as enzimas
do organismo realizem suas furcees de catlise.

Em nosso estudo nos concentramos em investigar alguns elemb@s qumicos considerados
compostos essenciais ou blocos tasicos puilding blockg usados para sintetizar as macro-
mokculas essenciais a vida: protenas, acidos nuckicos { DNA e RNA { e componentes das
membranas celulares. Exemplos de compostos essenciai® £8 aminacidos, os lipdios e os
sacardeos, p quee necessrio que 0 microorganismo oproduza para garantir seu crescimento
e reprodwcao. Este estudo de compostos que sao necefm@a sintetizacao de compostos tidos
como essenciais constitui a aralise de nutrientes por conptos de precursores ausentes, a que
o interesse esh em identi car 0os precursores que estao aantes do meio de cultivo, de forma
gue a adcao deste conjunto de precursores ausentes ao male cultivo torne-o um meio de
crescimento mnimo.

Romero e Karp [27], com o objetivo de detectar inconsistérias no ecocyc , banco de dados
dentro do biocyc [2] dedicadoa backria E. coli, usaram uma abordagem que leva em conta
a rede completa { e nao vias metatolicas isoladas { para emmtrar precursores ausentes. Por
um processo iterativo chamadoforward propagation, os autores primeiro computam um con-
junto de metalolitos que um conjunto de compostos de entra@ sao capazes de sintetizar e
veri cam a preserca, neste conjunto resultante, dos metatlitos essenciais, como aminacidos
ou constituintes de paredes celulares. A cada iteracao doetodo de forward propagation uma
reacaoe marcada se todos 0s seus substratos estao dispeis no conjunto de entrada ou se p
haviam sido sintetizados por alguma reacao marcada em algna iteracao anterior. O processo
ra quando nenhuma nova reacao pode ser marcada. Os autes obtém entao uma sub-rede
representada pelas reacees marcadas e os correspondsngeibstratos e produtos. O conjunto
de metalplitos resultante deste netodo foi, posteriormente, chamado deescopo do conjunto
inicial de compostos de entrada [15].

Atrawes de um processo de rastreio dos metatolitos essefiis nao contidos no escopo, Romero
e Karp geram todos os conjuntos de metatnlitos possveis &is que, caso eles fossem acrescidos
aos compostos de entrada para o processo derward propagation, entao o escopo deste novo
conjunto de entrada conteria todos os compostos essenciai®s autores de nem um metatolito
como um precursor potencial caso nao seja gerado por nenhameeacao, istoe, caso seja um
\ponto de partida" topobgico da rede metatnlica. O neto doe, assim, capaz de detectar
informacao ausente no banco de dados metalolico, mas talam pode ser utilizado para obter
informacao sobre caminhos diferentes para se produzir csompostos indicados como essenciais.
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Recentemente, Handorfet al. [14] propuseram um mnetodo para identi car conjuntos mini-
mais de metatolitos necessarios para produzir todos os ntakolitos contidos em um conjunto
de metalplitos alvos. Cada metalnlito que naoe um alvo e de nido como um precursor po-
tencial e colocado em uma lista. Obviamente, o escopo destastia conem todos os metalolitos
de nidos como alvo. O nretodo utiliza entao uma abordagem gilosa. A lista de precursores po-
tenciaise ordenada de alguma forma e, comecando do topo diista, cada precursor potenciale
sucessivamente removido e o escopo dos metalplitos restase computado. Caso nao contenha
todos os metallitos alvo, 0 metalplito removidoe devolvidoa lista. Quando a lista completa
e percorrida, tem-se um conjunto minimal de precursores.

Para se obter todos os conjuntos minimais utilizando-se esteetodo,e necessrio testar cada
possvel permutacao da lista de precursores potenciaiso que naoe computacionalmente vavel.
Para se obter uma solwcao aproximada do espaco completoedsolwcees, \arias permutecees
aleabrias podem ser geradas. Para reduzir o espaco de sobes, os autores aplicaram algumas
heursticas apoiadas em conhecimentos biobgicos, comoolocar no incio da lista os metalolitos
com o maior peso molecular e tamkem colocar ao nal da lista netalolitos que sabidamente estao
envolvidos em reacees de transporte pela membrana do orggmo. A postao do metatolito na
lista de compostos inicial determina a sua chance de ser mddb no conjunto minimal nal
devolvido pelo algoritmo, a que 0s compostos que sao avaldos antes ttm mais chance de serem
removidos. Espera-se que a resposta contenha metalolitosig sejam transportados para dentro
da elula, istoe, absorvidos pela @®lula. Desta forma, mmpostos quimicamente ricos poem
grandes { maior peso molecular { nao sao bons candidatospf di cilmente seriam absorvidos
pela membrana celular e devem ser colocados no topo da listai¢ial de candidatos a conjunto
minimal de precursores, enquanto outros compostos menoregou para 0s quais se sabe que
participam de reacees de transporte devem ser colocado® anal da lista, aumentando assim a
sua chance de fazerem parte do conjunto minimal de precurses.

No netodo de Romero e Karp [27] brevemente descrito, a de mao de precursor potenciale
muito restritiva enquanto que no netodo de Handorf et al. [14]e muito ampla.

Neste trabalho propomos um rretodo exato para enumerar conjntos minimais de precursores
que pode lidar com qualquer conjunto de precursores poterais. Em particular, o usiario da
ferramenta produzida a partir de nosso nmetodo pode de nir u poprio conjunto precursores. O
nmetodo tamtem leva em conta o fato de que a maioria das reames sao de nidas como reversveis,
por conta de falta de informacao das concentracees dos atatolitos e das propriedades cireticas
das enzimas. Desta forma, podemos trabalhar tanto com a repsentacao de uma rede metalolica
como um grafo bipartido orientado, nao-orientado ou misto.

Aem disso, o artigo de Romero e Karp [27] nao fornece quaigier detalhes sobre como lidam
com ciclos e estee um ponto crucial na aralise de redes mefmlicas. No netodo de Handorf [14],
0 processo usado para computar 0 escopoe iterativo e as re@es podem ser iniciadas somente
se todos o0s seus substratos p estao na sub-rede produzida&lp processo a& 0 momento. O
nmetodoe incapaz, portanto, de levar em conta metakolito s que nao podem ser atingidos por tal
processo, tais como os compostdse d na gura 4.1, apresentada mais adiante na secao 4.2, que
sao metalblitos tpicos de ciclos. Uma outra contribuicao deste trabalhoe tratar esse problema.
Em nosso netodo apresentamos uma maneira e ciente de lidacom ciclos e a di culdade que
eles apresentam para a computecao de conjuntos de precanes.

A enumeracao de conjuntos de precursores para um determawlo conjunto de metalblitos
alvos pode tamtem ser feita primeiro identi cando-se todosos modos elementares na rede [30] e
depois examinando aqueles que contém tanto os metallimalvos quanto qualquer subconjunto

dct-ufms



Aralise de Nutrientes por Conjuntos de Precursores 23

de precursores potenciais. Modos elementares representamaymenor sub-rede que atenda o
estado de equilbrio { a quantidade de cada metalolito produzido dentro do sistemae iguala
guantidade consumida. Ao contario dos nmetodos de Romeroe Karp [27] e de Handorfet al. [14],
0s metatblitos que precisam de sua popria preserca na rde para serem produzidos sao levados
em conta nesta abordagem de manutercao do estado de eqgbiio. A computacao de modos
elementares requer, contudo, conhecimento da matriz estadpnetrica, ou seja, dos coe cientes
estoquionetricos de cada reacao da rede. O conjunto de nups elementares encontrado em uma
rede depende fortemente desta matriz. Entretanto, com a ex@ao de algumas poucas redes cujos
dados sao validados, muitos erros e/ou imprecisees aindastam nos dados necessrios para se
gerar as matrizes estoquionetricas dos organismos. A aesitia de algumas rescees em uma rede,
mesmo conhecendo-se a existéncia destas reacees no oigaro, um fendmeno freqeente, tem
tamkem grande impacto sobre o estado de equilbrio. Aindano caso da aralise de nutrientes,
e interessante levar em conta reacees globais ou nao ¢abem de nidas, que se pode obter em
estudos metahlicos.

O nosso nretodo nao utiliza a matriz estoquionetrica ee livre dos problemas trazidos pelos
erros nas anotacees estoquionetricas ou por reacoesug nao estejam completamente de nidas.
Por outro lado, o nmetodo apresenta apenas uma aralise quafativa de nutrientes. O conjunto de
solcees obtido como resposta por nosso nmetodo correspde a um superconjunto das solcees
gue sao obtidas utilizando-se dados estoquionetricos. Bg superconjunto pode entaoa poste-
riori , ser reduzido com uma tcnica quantitativa aplicada aos cajuntos minimais obtidos.

4.2 De ncao dos Problemas

As de ncoes apresentadas nesta secao estao contida® artigo [6].

A rede metalolica de um organismoe modelada como um grafo ipartido G = (V;E) com
uma bipartcao fC;Rg de V, sendoC um conjunto de metalolitos, tamkem chamados com-
postos, eR 0 conjunto de reacoes da rede. Se todas as reacees de unele metatolica forem
irreversveis, entao o grafo que modela a rede metalbliae um grafo bipartido orientado. Se to-
das as reacoes forem reversveis, a rede poder ser modé&éem um grafo bipartido nao-orientado.
Caso contario, elae modelada em um grafo bipartido misto. Um exemploe dado na gura 4.1.
Tanto os grafos nao-orientados quanto os grafos mistos regtem uma informacao adicional nas
arestas - direita ou esquerda, por exemplo - para remover angpidades sobre quais metalolitos
estao em cada lado da reacao.

Grosseiramente, podemos interpretar uma rede metalolicaG como um conjunto de
metatolitos e um conjunto de reacees onde cada reacaooima um subconjunto dos metalolitos,
chamadossubstratos , e os transforma em outro subconjunto de metatolitos, chamadosprodu-
tos da reecao. Neste contexto, uma rede metalolica tem algus metalolitos disponveis como
reagentes para iniciar algumas reacees. Passo a passo, rascoes sao disparadas, com alguns
produtos tomando os papeis de reagentes em novas reaceeBessa forma, um subconjunto de
reagentes disponveis pode gerar um subconjunto de novosr@dutos alguns passos depois. Uma
formalizacao desse processo e apresentada a seguir, genque P () e usado para denotar o
conjunto das partes de um conjunto.

Definic ao 4.1 Sejam P e A conjuntos de metalolitos emC tais que P\ A = ;. Chamamos
P o conjunto de precursores potenciais de G e A o conjunto de metallitos alvos deG.

dct-ufms



Aralise de Nutrientes por Conjuntos de Precursores 24

Definic ao 4.2 Seja

f: P(C) P(Cn(P[A) ! P (C)
(X;X9 71 f(X;X9=Y

uma furcao tal que, dados subconjuntoX 2 P(C) e X°2 P(Cn(P [ A)), f computa um
subconjuntoY 2 P (C) de metalplitos que podem ser alcarcados a partir d&X [ X ®usando apenas
recoes que requeiram pelo menos um metalplito d&X . Chamamosf de furcao alcance de

X e X%em G.

Desta forma, um compostoc pertence af (X;X 9 se existir alguma reacaor em G que
sintetize ¢ tendo como substratos apenas compostos contidos e [ X ° e, obrigatoriamente,
ao menos um substrato contido enmX .

Definic ao 4.3 Seja

fl: P(C) P (Cn(P[A) ! P (C)
(X; X9 71 fi(X;X9

uma furcao recursiva tal que para cadaX 2 P (C) e X°2 P (Cn(P [ A)), temos

FLOGX 9= £ (XX 9;
FIOCX9=f(F A(X: X 9;X9; parai> 1:

Chamamosf ! de furcao alcance em i passos de X e X%em G.

Dizemos que um compostae alcamavel em i passos por um conjunto de compostos inicial
X, utilizando-se um conjunto de compostos de apoiX © sec est contido no conjunto resultante
do seguinte procedimento, que deve ser repetidiovezes: aplica-se a furcao alcance no conjunto
X e X %e os compostos obtidos como resultado sao adicionados aoguio conjunto X .

Definic ao 4.4 Seja

f: P(C)P(Cn(P[A) ! P (C)
(S;2) 7! f (S;Z2)= fX(S;2)

uma furcao tal quef K(S;z) = fk*1(S;Z) para algumk > 1, ondeS P  Ce um subconjunto
do conjunto de precursores potenciaisd& eZ Cn(P[ A). Chamamosf defurcao escopo
de SeZ em G.

Desta forma, a furcao escopd (S;Z) de um conjunto de metallitos S com apoio de um
conjunto de metalolitos Z representa todos 0s metalolitos que podem ser sintetizadoa partir
das reacoes de uma rede metalolica partindo-se dos metakitos contidos nos conjuntosS e Z.

Note que a furcao escopoe monotbdnica por ser estritamen crescente, visto que se temos
conjuntos de compostosX Y, entaof (X;Z) f (Y;Z), para qualguer conjuntoZ Cn
(P [ A). Analogamente, se temos conjuntos de compostad  Z© entaof (X;Z) f (X;Z9,
para qualquer conjuntoX P C.

Para de nir que o conjunto S seja um conjunto de precursores dé& em G, devemos impor
quef (S;Z) contenha A e ainda que os compostos contidos e sejam auto-regenerados. A
ickia de que compostos possam ser auto-regenerados, istpparticipar de vias metalolicas em
gue sao consumidas e geradas, tem respaldo biobgico. Em9] temos uma discussao sobre
compostos qumicos com essa caracterstica, chamados deplicadores autocatalticos.
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Definic ao 4.5 Um conjunto de metatolitos S em uma rede metalnlicaGe um conjunto de
precursores de A em G,com;& S P eS\ A=, seexistrumconjuntoZ Cn(P[ A)
de metatolitos tal quef (S;Z) A[ Z. Chamamos o conjuntoZ de conjunto de metalwlitos
continuamente disponveis

Definic ao 4.6 Um conjunto S Pe um conjunto minimal de precursores de A em G se
Se um conjunto de precursores deA emG ef (S%Z)+ A[ Z; para cadaS® S e algumZ
Cn(P[ A).

Definic a0 4.7 Um conjunto S P e um conjunto mnimo de precursores de Aem G
se Se um conjunto de precursores deA em G e jSj 6 jSY, para cadaS® P que tamkem seja
um conjunto de precursores deA.

A gura 4.1 ilustra as de ncees 4.1{4.7.
a /
/ w
/ d
R1 \
\ / : [
b \

c

Figura 4.1: Uma rede metalolica G com um conjunto de metatolitos C = fa; b; c; d; ;fg, con-
junto de reaceesR = fR1,R2 R3 R4g, conjunto de precursores potenciais? = fa;c;fg, con-
junto de metalolitos alvos A = feg e conjunto de metatolitos continuamente disponveis f b; dg.
Veja que, por exemplo,f (fag;fdg) = fbg e f (ffg;;) = feg. Abm disso, f (fa;cg;fdg) =
f3(fa;cg;fdg) = feg= fi(ffg;;)= f (ffg;;). Finalmente, veja quefa; cge um conjunto mini-
mal de precursores déA em G, com metalplitos continuamente disponveis Z = fbgou Z = fdg,
e ffge um conjunto mnimo de precursores deA emG comZ = ;.

Um algoritmo em tempo polinomial que implementa a furcao scopof e apresentado por
Handorf et al. em [15], sendo que este algoritmo e uma adaptacao do algidmo de forward
propagation apresentado por Romero e Karp em [27]. A furcad devolve o escopo de um
conjunto de metalwlitos [15], chamados desementes, fornecidos como entrada inicial.

4.3 Formalizacao dos Problemas e suas Complexidades

As formalizecoes e aralises de complexidade dos probless apresentados nesta secao estao
contidas no artigo [6].
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4.3.1 Problemas Analisados

Formalmente, os trés problemas de interesse neste trabadhsao:

Problema mal-CP (G;P;A): dados uma rede metamlicaG = (fC;Rg;E), um
conjunto P C de precursores potenciais e um conjuntA  C de metalolitos
alvos, encontrar um conjunto minimal de precursores déd em G.

Problema min-CP (G;P;A): dados uma rede metalwlicaG = (fC;Rg;E), um
conjunto P C de precursores potenciais € um conjuntéA  C de metalolitos
alvos, encontrar um conjunto mnimo de precursores deA em G.

Problema enum-mal-CP (G;P;A). dados uma rede metalnlica G = (fC;Rg;
E), um conjunto P C de precursores potenciais € um conjuntoA C de
metalolitos alvos, encontrar todos os conjuntos minimaisde precursores deA em G.

Em mal-CP deve-se encontrar um conjunto minimal de precursores, emin-CP um con-
junto mnimo de precursores e emenum-mal-CP  enumerar todos 0s conjuntos de precursores.
A seguir apresentamos uma discussao sobre as complexidad®s problemas e na secao 4.4 um
algoritmo para resolverenum-mal-CP .

4.3.2 Complexidade do mal-CP

O problema mal-CP pode ser resolvido em tempo polinomial, conforme demonstra algo-
ritmo ingénuo apresentado a seguir.

O algoritmo apresentado toma uma entradaG; P e A do mal-CP e inicia testando se o maior
conjunto de precursores possvel { todo o conjuntoP {e capaz de sintetizar os compostos do
conjunto A, utilizando como candidato a conjunto de metatblitos continuamente disponveis o
conjunto Z = Cn(P[ A). Portanto, o primeiro teste feito na linha 3 valida se a alguma maneira
de se sintetizar os compostos alvos. Poem, ainda que est®wmjunto inicial S = P escolhido seja
um candidatoa soluwcao, ainda resta averiguar se o conjuto de apoio Z foi auto-regenerado.
Este teste e realizado na linha 4. SeZ nao tiver sido regenerado, e necessario encontrar um
subconjunto Z°de Z que atenda a esta propriedade. Na situacao de nenhum subejunto Z° 7
fazer com que o conjunto de precursores potencia = P sintetize os compostos contidos em e
tamkem o poprio Z° entao nao ha solwao para esta instancia do problema o algoritmo devolve
0 conjunto vazio como resposta, na linha 9. Para escolher osils-conjuntos Z° tomamos apenas
0S compostos que estavam contidos e e que foram gerados pelas reacees disparadas pelos
compostos emS, ou seja, que fazem parte do escopb (S;Z). Podem acontecer trés situacoees
cada vez que um novo conjuntoZ®e gerado e que um novo escopoe computado, conforme
apresentado nas condcees da linha 7 do algoritmo. Na prieira condcao {f (S;Z) AJ[ Z
{ o conjunto gerado porf (S;Z) conem tanto os compostos alvos quanto o poprio conjunto
Z e, assim, o algoritmo deve seguir para as linhas de 10 a 17, ngsais Se transformado em
um conjunto minimal. Na segunda condcao {f (S;Z) + A { o conjunto gerado porf (S;Z)
f nao conem o0s compostos alvos e, assim, nao ra conjupn de precursores para este conjunto
A e o algoritmo deve devolver o conjunto vazio como resposta. Aerceira e ultima condcao
ocorre quandoZ = ;, ou seja, nao la mais um novo conjuntoZ® Z a ser gerado e o algoritmo
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Algoritmo Resolve-MAL-CP (G;P; A
Entrada: Uma rede metalolica G, um conjunto P de precursores potenciais € um conjunté
de metalolitos alvos;
Sada: Um conjunto minimal de precursores que sintetiza todos os gopostos emA.
.S P
22Z Cn(P[ A
3:sef (S;Z) A entao

4. sef (S;Z)+ Z entao

5: repita

6: z f (S;2)\ z

7 aeque f (S;Z2) A[Zouf (S;Z2)+AouZ-=,;
8: sef (S;Z)+ A[ Z entao

9: devolva ;

10:  Atribua a cor branca a todos os elementos dé&

11: enquanto existir algum elemento de cor branca ent faa
12: s um elemento de cor branca ent

13: sef (S f sg;Z) A entao

14: Atribua a cor preta a s

15: senao

16: S S f sg

17:  devolva S

18: senao

19: devolva ;

deve testar, na linha 8, se o conjuntdSe capaz de sintetizar os alvos emA sem utilizar nenhum
composto continuamente disponvel. Caso isso nao ocorra algoritmo devolve o conjunto vazio
como resposta e caso contario segue para as linhas 10 a 17,ra de transformar S em um
conjunto minimal.

Uma vez denido o conjunto Z de compostos continuamente disponveis, o algoritmo
prossegue tentando eliminar elementos do conjunt® at obter um conjunto minimal. Para
tanto, todos os elementos deS sao coloridos de branco, na linha 10. Escolhe-se entao une-el
mento qualquers de S que tenha cor branca ee feito o teste sé (S f sg;Z)e um conjunto de
precursores deA em G. Se nao for, entac naoe necessario para a sintetizacao dos conjuntos
em A ee removido de S; caso contario, se colorido de preto e mantido emS. O processo
e repetido ae que nao hajam mais elementos brancos ens. O conjunto S resultante deste
processoe um conjunto minimal de precursores dé\ em G.

Como mencionado na secao 4.2, a furcab pode ser implementada pelo algoritmdforward
propagation proposto por Romero e Karp [27]. O tempo de execwao dester@cedimento e
O(V?), onde V = fC;Rge o conjunto de \ertices de G. No primeiro laco do algoritmo, nas
linhas de 5 a 7, a furcadf e chamada O(Z) vezes, no pior caso. No segundo laco do algoritmo,
nas linhas de 11 a 16, a furcad e chamada O(P) vezes, g que na linha 1 0 conjuntoSe
inicializado com o conjunto P. Assim, o tempo de execwao do algoritmdresolve-MAL-CP
apresentadoe O((P V2)+(Z V?)= O(V3).
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4.3.3 Complexidade do min-CP

Antes de apresentar a complexidade damin-CP, apresentamos o algoritmo polinomial
Certifica-MIN-CP gue valida se um dado conjuntoS de tamanho naximo ke um conjunto
de precursores de um conjunto de metatolitos alvo®A em uma rede metalplicaG.

Algoritmo Certifica-MIN-CP (G;S; A k)
Entrada: Uma rede metalplica G, um conjunto S de precursores, um conjuntcA de metalolitos
alvos e um inteirok;
Sada: Verdadeiro casoS seja um conjunto de precursores dé& em G ejSj 6 k. Falso, caso
contario.
1: sejSj >k entao

2. devolva falso

3 Z CnS

Y f (S;2)

5:seY A Z entao

6. devolva verdadeiro
7. senao

8. repita

9: Z Z\Y

10: Y | (S;2)

11: aeque Y+AouY A[ZouZ-=;
122 seY AJ[ Z entao
13: devolva verdadeiro
14: senao

15: devolva falso

O algoritmo Certifica-Min-CP primeiro valida se o conjunto S fornecido como possvel
solucao tem tamanho maximo k e devolve falso caso contario. Aps este passo inicialecom-
putado um conjunto candidato de metalolitos continuamente disponveis, quee de nido como
Z = CnS, istoe, um conjunto com todos 0s compostos exceto os candidosa solucao, contidos
no conjunto S. O algoritmo prossegue gerando o conjunty ;= f (S; Z), istoe, 0 escopo do con-
junto S tendo Z como conjunto de apoio. S& + A, entaoS naoe um conjunto de precursores
de A em G. Caso contario, existem duas possibilidades. Na primeia, Y A[ Z e o algoritmo
termina apontando S como um conjunto de precursores dé& em G. Na segunda,Y + A[ Z,
istoe, apesar dos compostos contidos e\ terem sido gerados, 0s compostos contidos e
nao o foram, nao atendendo assima restrcao de serem tiregenerados. Como visto na secao
4.2, a furcaof (S;Z)e monotdnica e assim para qualquerz® Z,talquef (S;29 A zO
teremos queY = f (S;Z2) f (S;Z‘ﬁ Al Z0%e, assim, seY A, como neste caso, entao
Z% Y\ Z. Desta forma, para encontrar um conjuntoZ %% su ciente considerar conjuntos de
compostos que estejam contidos erd \ Y. Intuitivamente, 0s compostos que devem permanecer
em Z sao aqueles que foram gerados durante a computacao da é@o escopo, g que apenas
estes podem vir a se auto-regenerar, no processo de geramims compostos alvos.

As linhas de 8 a 11 do algoritmo repetem os passos de gerar ngvoonjuntos Z { de nido
como sendo a intersecao entre o resultado da computacaa furcao escopo e do pioprio conjunto
Z no passo anterior { eY, quee o resultado da furcao escopd (S;Z). O processoe repetido
ak que uma das seguintes condcees ocorra:
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(i) Y + A;
(i) 2°=;;
i)Y A[Zz°

Apenas na terceira situacao apontamosS como um conjunto de precursores d&A em G.
Sabendo-se que a furcad (S;Z) tem tempo quadatico com relacao ao rumero de \ertice s jCj
do grafo que representa a rede metalolica e analisando-se guno pior caso, serao necessariae|
iteracees, a complexidade do algoritmo de veri cacaoe O(C3). Com este resultado, podemos
entao apresentar a seguinte propriedade.

Lema 4.8 DadosG;S; A e k,e possvel veri car se Se um conjunto de precursores deA em G
com tamanhojSj 6 k em tempo polinomial.

Prova. O algoritmo Certifica-Min-CP

Agora provaremos que a versao de decisao dun-CP e um problema NP-completo, atrawes
de uma redwao do problemaHitting Set , de agora em diante denotado pomin-HS, para o
problemamin-CP . Informalmente, no problemamin-HS, temos uma colecad de subconjuntos
de um conjunto H e queremos encontrar um subconjuntdd °de H que intercepte cada conjunto
em| . Abm disso, queremos queH °tenha no maximo um dado tamanho k. Formalmente,

conjunto H%de H tal que jH3 6 k e HO\ I; 6 ; paracadalj 21,16 j 6 n.
Teorema 4.9 min-CP e NP-completo.

Prova. De acordo com o lema 4.8min-CP est em NP.

Agora mostraremos quemin-CP e NP-difcil provando que min-HS 6p min-CP. Sejam
H; I ; e k uma instancia do min-HS tal que H = f1;:::;mg; | = flg;:::;1h9 com || H
para cadaj, 16 j 6 n, ek um inteiro positivo. A partir desta instancia gererica do min-HS,
construiremos uma instancia particular de min-CP. O grafo G = (V;E) e construdo como
segue. Para cada elementth em H, adicionamos um \ertice h em V. Para cada conjunto I
em | , adicionamos um \ertice I; em V. Adicionamos tamkem um \ertice aemV. Seh 2 I;,
adicionamos um \ertice rp; emV e duas arestas orientadas eniE, uma com incio em h e m
emrp; € outra com incio em rp € m em |j. Adicionamos um \ertice r, emV e uma aresta

orientada der, paraa em E. Perceba queGe um grafo bipartido, com bipartcao V = fC;Rg,
onde Re o conjunto de \ertices ra erpj, com16 h6 me 16 j6 n,emV eC =V nR. Veja
a gura 4.2.

O grafo G pode ser facilmente gerado de uma entrada dmin-HS em tempo polinomial.

Suponha agora que um conjuntoH® H e uma solwcao para o min-HS, com tamanho
jH3 6 k. Entao, cadal; em| conem ao menos um elemento deH % ConsiderandoS := H?
temos um conjunto de precursoresS tal que jSj 6 k e todos os metallitos|; s@o gerados em
G e, assim, a reacaa, pode ser disparada e pode ser sintetizado, p que a reacaor; depende
apenas da preserca dos compostds que foram sintetizados a partir deS. Desta forma, S| Z
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Figura 4.2: Uma transformacao em tempo polinomial de uma mstancia do min-HS para uma
instancia do min-CP .

geraaemG, paraZ = ; Cn(S[f ag). Desta forma, se existetH? H solwcao demin-HS,
existe S = HOsolwao demal-CP .

Por outro lado, suponha agora queG tem um conjunto de precursoresS C tal que jSj 6 k
eS geraa2 V. Da forma comoGe construdo, todos os metallitos I, com 16 j 6 n, devem
ser gerados poIS para que a reecaorj seja disparada. Assim, o conjunto de metatolitosS pode
disparar todas as reacees que geram os metallitok;. Isso signi ca que H?:=S Heuma
solwcao para omin-HS comjHY 6 k.

4.3.4 Complexidade do enum-mal-CP

O problema de enumerar todos 0s conjuntos minimais de precsores e exponencial no
tamanho da entrada, istoe, no tamanho do conjunto de compo®s, tendo em vista que para
determinadas instancias do problema a popria resposta gperada possui tamanho exponencial.
O pior caso para oenum-mal-CP ocorre quando a sada deve conter todos os subconjuntos com
tamanho bp=2c do conjunto de precursores potenciai$, sendo quep = jPj. Neste caso, apenas
para mostrar a resposta do problema, devemos gastad(p®) passos, por termos exatamente

prZC subconjuntos de tamanhobp=2c de P que sao conjuntos minimais de precursores d&
em G.

Considere, por exemplo, uma rede metalolica como a aprestda na gura 4.3, que possuli
um unico composto de nido como alvo para ser sintetizado. N rede metatplica da gura,
existem n compostos aém do composto alvo en! reacees que sintetizam o composto alvo,
cada uma delas tomando como substratos um conjunto de comptos diferente, dentro das
possibilidades de permutacao dos compostos, por exemplo a reaca®f 1g faz a transformacao
direta do composto 1 no composto alva, enquanto a reacaoRf 2; 3g transforma os compostos
2 e 3 no composto alvoa, e assim por diante ak a reecaoRf1;2;::;;ng, que tem todos osn
compostos como substratos necessarios para sintetizar @mposto alvoa. Todas essas! reacoes
representamn! possibilidades de conjuntos de precursores que deveraer ainalisadas para se
separar 0s conjuntos nao-minimais e produzir a resposta esgada.
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Figura 4.3: Uma rede metalolica comn! reacees que sintetizam o alvo.

4.4 Algoritmo para Enumerar Conjuntos Minimais de Precur-
sores

Essa secao apresenta o algoritmd&numMalCP  [6], que foi desenvolvido para enumerar
todos os conjuntos minimais de precursores necessrios Eaque uma rede metatolica sintetize
um determinado subconjunto de compostos alvo.

Dentre todos 0s compostos presentes em uma rede metatolicquais deles sao os candidatos
a precursores, ou seja, quem pertence ao conjunto geecursores potenciais ? Como espera-se
gue o0s precursores estejam na periferia da rede, de nimos @simeiros precursores potenciais
como aqueles que nao sao sintetizados por nenhuma reecau aqueles que estao envolvidos
em umaunica reacao, que seja reversvel (gura 4.4). Precursores desse tipo serao chamados
de precursores potenciais de origem , representados pelo conjuntoS. Poem, no algo-
ritmo EnumMalCP , procuramos nao restringir os precursores potenciais apas ao conjunto
de metatolitos de origem, permitindo a de ncao de compastos internos como precursores poten-
ciais (gura 4.4); chamamos essa classe de precursores pobiis de precursores potenciais
por escolha e os denotamos pelo conjuntd . Com a intercao de oferecer maior exibilidade e
a possibilidade de eliminar respostas indesejadas - porafas, por exemplo, o netodo contempla
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a situacao de proibir metalolitos de serem consideradogrecursores e para isto de nimos uma
nova classe de metatolitos chamados derecursores proibidos , representados pelo conjunto
F (gura 4.4). Tanto os precursores potenciais por escolha ganto os precursores proibidos serao
entradas para o algoritmoEnumMalCP , enquanto os precursores potenciais de origem podem
ser computados automaticamente. Para evitar respostas tviais, desconsideramos como precur-
sores potenciais 0s compostos contidos no conjunto de metditns alvos A, sendo equivalente a
considerarmos que eles a fazem parte do conjunto de precsores proibidosF. Desta forma, o
conjunto de precursores potenciais P pode ser de nido como:P = (S[ I)nF nA.

€

N

R3

-~
b
e ™

s

R11 R9

YA
e L

Figura 4.4: O compostoae de nido como metalplito alvo. (a) Os precursores potenciais de
origem saoe, g, f, j ei. O metalolito i pode ser considerado como composto de origem mesmo
sendo produzido porR7 devido a estar envolvido em apenas uma reacao reversvelCaso nao
existam precursores potenciais por escolha, as soluwessof €, gg, fe;fg, fi; gg, fi;fg, fj;fgefj; go.

(b) Acrescentandol como um precursor potencial os conjuntog e;1g, fi;lg e fj;lg tamkem sao
solcees. (c) Finalmente, de nindo-seg e e como precursores proibidos, as solucees s4aq fg,
fj;fg, fi;lg efj;lg.

Antes de apresentar o algoritmoEnumMalCP , faz-se necessrio apresentar uma estrutura
de dados, chamadarvore de substitucao  , que o algoritmo faz uso para resolver o problema
de enumereacao de conjuntos minimais de precursores. Calvessaltar aqui que esta estrutura de
dados foi criada, durante a execwcao do presente trabalh@om o promsito de servir de apoioa
solucao do problemaenum-mal-CP . Umaarvore de substituceese construda a partir de um
metalolito alvo, conforme exibido na gura 4.5, que mostra uma rede metatwlica e umaarvore
de substitucao construda a partir dela.

A ickia para a construicao de umaarvore de substituceese que cada metallito de uma
rede metalolica pode ser \substitudo" pelos substratos das reacees que o sintetizam, ou seja,
a preserca de um determinado metakolito depende da existhcia de um conjunto de outros
metatolitos.
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Figura 4.5. Exemplo de uma rede metalolica e de umaarvore @ substitucao para o metalolito
alvo a.

Cada ro de umaarvore de substitucees, chamadoro de substitucao , conem um conjunto
de metalplitos e cada metalolito pode ser rami cado de acado com o rumero de reacees que 0
sintetizam. A raiz daarvore de substitucees contea o(s) metaholito(s) alvo(s), o segundo nvel
contem tantos ros quantas forem as reacees que sintedam o(s) metakolito(s) alvo(s), o nvel
seguinte contem 0s ros representando o0s substratos nesarios a sintetizacao dos compostos
do nvel anterior e assim por diante. Chamamos o processo deami cacao de um determinado
metatolito em um ro daarvore de substitucao desse metalolito por seus precursores. O pro-
cesso de substituceese interrompido quando encontrams um precursor potencial, ou seja, um
metatolito que naoe mais produzido por nenhuma outra reaao e assim nao pode mais ser subs-
titudo, como por exemplo os metaholitos f, g, |, k em na gura 4.5, ou um metatolito qualquer
de nido como precursor potencial. Note ainda que os compost| e k aparecem dentro de um
mesmo 1o de substitucao, por serem ambos necessrios ama mesma reacao {R5{ enquanto
0s compostod e g, por exemplo, aparecem sozinhos em ros de substitucagor serem osunicos
substratos das reaceedR6 e R7, respectivamente. Outro caso em que a rami cacao daarvee
de substitucaoe interompida ocorre quando em uma mesmaami cacao encontramos 0 mesmo
metalplito pela segunda vez, ou seja, identi camos um ciab, como por exemplo o metalwolito h,
na gura 4.5. O metamlito encontrado nessa situacao n@e um precursor potencial, mas sim
um candidato a fazer parte do conjunto de metalolitos conthuamente disponveis, que compeem
as soluwees de conjuntos minimais de precursores (o comio Z da de ncao 4.5). Finalmente,
note que nas folhas de umaarvore de substitucao existilao apenas precursores potenciais ou
metalolitos continuamente disponveis.

O algoritmo EnumMalCP apresenta o netodo que, a partir de umaarvore de substitucees,
visita 0s ros destaarvore e gera 0s conjuntos minimais de pecursores para os metalolitos alvos.
As linhas de 1 a 8 preparam o conjunto de entradaP, que inicialmente conem apenas 0s
metatolitos escolhidos como precursores potenciais, adonando os metatolitos de origem e
removendo os precursores proibidos. Feito isso, faz-se umgriecao para cada metatolito alvo
a, construindo-se umaarvore de substitucees tendo este mtalolito como raiz e, a partir dessa
arvore, faz-se uma visitacao em suas rami cacees para econtrar todos 0s conjuntos minimais
de precursores capazes de sintetiza. Esse conjunto de solicees para umunico metatolito aho
e combinado com o0s conjuntos de solucees obtidos para cadum dos outros metatolitos alvo,
f eliminando-se as solicees nao minimais.
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Algoritmo EnumMalCP( G;P;F;A)

Entrada: Uma rede metalnlica G = (( C; R); E), um conjunto P C de precursores potenciais,
um conjunto F de precursores proibidos e um conjuntéA  C de metalwolitos alvos;

Sada: Um conjunto X de conjuntos minimais de precursores, que produzam todos eempostos
alvos deA.

1: para cada c2 C faa

2. RP reacees que produzent

3: seRP=; entao

4 P P+c

5. senao

6 sejRPj=1 er 2 RPe reversvel entao

7 P P+c Adicionamos aP os metalplitos de origem

8 P PnF Removemos deP os precursores proibidos

9 X ;

10: para cada a2 A fxa

1: T Construa ArvoreSubstituic ao(G;a;P)

12. S  EncontrePrecursores (T;P;a) Solwcees para o alvoa
13: se X = ; entao

14: X S

15:  senao

16: para cada x 2 S faca

17: sex 2 X entao

18: X CartesianoMinimal  (X;x)

19: devolva X

O processo de obter um conjunto minimal de precursores a partde umaarvore de subs-
titucees construda para um metalolito alvo e detalh ado no algoritmo EncontrePrecur-
sores , enquanto o algoritmo CartesianoMinimal e o responsavel por combinar ao conjunto
de soluees parciais obtidos at um determinado momentoo novo conjunto de solwcees de-
volvido pelaultima chamada EncontrePrecursores , f eliminando neste processo conjuntos
nao minimais, ou seja, conjuntos de solcees que estejarontidas em outros conjuntos menores
de solwcoes.

Perceba que para obter uma lista com todos os conjuntos miniais de precursores o nmetodo
nao exige que seja computado o0 escopo do conjunto inicial dempostos de entrada, ou sementes,
como ocorria com a chamada ao netodo ddorward propagation, como pe-requisito para a
determinacao dos precursores ausentes, no netodo progto por Romero e Karp [27]. Em nosso
nmetodo, a execlcao ou nao de um rmretodo como dorward propagation para computar o escopo
do conjunto inicial de compostos e opcional e pode ser utiiada com o promsito principal
de reduzir o tamanho da rede a ser considerada na computacados conjuntos minimais de
precursores, ao se remover da rede metalplica original tamk 0s compostos e reacoes ativados
pela execwcao do nmetodo deforward propagation, f que esses compostos podem ser sintetizados
diretamente a partir dos compostos de entrada.

O procedimento recursivo EncontrePrecursores e chamado, pela primeira vez, para
encontrar os precursores do metalolito presente na raiz darvore, istoe, do metalolito alvo
para o qual aarvore foi construda. Recursivamente, o algritmo vai descendo a partir da raiz em
direcaoas folhas. Em algum momento, uma das folhas em umvel n daarvore T contea um
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Algoritmo EncontrePrecursores (T;P;m)
Entrada: Uma arvore de substitucees T, um conjunto de precursores potenciaisP e um
metalolito m presente em um dos ros deT;
Sada: Um conjunto minimal de compostos que sintetizem.
1: S ;
2: se m esh em uma folha deT entao

3: sem2 P entao

4: S S[f mg

5. senao

6: para cada ro ndeT que substitui m faca
7 sn

8: para cada compostoc 2 n faa

9: sc  EncontrePrecursores (T;P;c)
10: CartesianoMinimal  (snh;sc)

11: S SJ[ sn

12: devolva S

precursor e este sea devolvido como sendo o conjunto miniat de precursores para o metalolito
gue substituiu, istoe, para um dos metatolitos presente no ro de substitucao de nvel n 1,

pai da folha de nvel n em questao. Esse processo sem repetido ae que todos ostalblitos
presentes neste ro de nveln 1 tenham sido analisados e as solwcees de cada um deles seja
combinada, formando entao um conjunto de conjuntos minime de precursores para um dos
metalolitos presentes no ro de substitucao de nvel n 2, paidorm n 1 em questao, e assim
sucessivamente at que obtenha-se todos os conjuntos de ¢ontos minimais de precursores ae

a raiz, ou seja, at o metallito alvo, obtendo-se entao a slucao para um dos alvos presentes
no conjunto A de metalolitos alvos.

Algoritmo CartesianoMinimal (N;C)
Entrada: Conjuntos N e C de conjuntos de precursores potenciais;
Sada: Um conjunto minimal de conjuntos de precursores potenciais
1: seN = ; entao
2 S C
3. senao
4. S N C Computa o produto cartesiano deN e C
5. Remova 0s conjuntos nao minimais dé&
6: devolva S

Para exempli car o netodo, retornemos ao exemplo de rede mmlplica apresentado na
gura 4.5. Suponha que queiramos conhecer todos 0s conjurgaminimais de precursores para
0 metalwlito alvo a, sendo que nao escolheremos nenhum dos compostos para sarprecursor
potencial bem como nao proibiremos nenhum deles de sé-lo.

Assim, na execwcao do algoritmoEnumMalCP , o conjunto P de precursores potenciais
conem apenas os metalplitos de origem, que neste caso g&s compostosd, f, g, |, k e m.
Aarvore de substitucao construda na linha 11 do algoritmo EnumMALCP e idénticaa e-
xibida na gura 4.5 e o resultado nal devolvidoe o obtido pela execucao do procedimento
EncontrePrecursores , A que o conjunto A de metalolitos alvos conem apenas um elemento,
0 metalolito a. Assim, para entendermos o procedimento para este exempldevemos acompa-
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nhar a execuwcao deEncontrePrecursores , recebendo como entradas aarvore da gura 4.5,
0 conjunto de precursores? conforme descrito no incio deste paagrafo e o metatolito alvo a.

Em um dos primeiros passos do algoritmdencontrePrecursores , ha linha 2, faz-se um
teste para veri car se o composto alvome uma folha, istoe, se nao possui rami cacees. Como
este naoe 0 caso para 0 composta, vamos iterar sobre cada substitucao dea existente na
arvore. No caso, existem duas substitucees, a que leva@ro com 0s compostosd e ¢ e a que
leva aos compostog e b. Suponha que o algoritmo seguiu o primeiro caminho. Para cadum
dos compostos presentes no ro de substitucao, o algomioe recursivamente chamado, com o
composto em questao fazendo as vezes do parametro A chamada para o compostad veri ca
gue se trata de um composto folha e, abm disso, de um compasiguee um precursor potencial.
Assim, o conjunto fdge devolvido como sendo o conjunto minimal de precursores rE@ssarios
para sintetizar o poprio composto d. Esse resultadoe armazenado na varavekc, que representa
as solwcees existentes para um composto, e tamkeme utikado para inicializar a varavel sn, que
conem as solwcees para um ro de substitucao. E feita entao a chamada recursiva passando-se o
compostoc como o terceiro parametro de entrada do algoritmo. Como nase trata de uma folha,
serao feitas mais duas chamadas, uma para cada substitgio associada &, que devolvea 0s
conjuntos ffg e f gg como sendo os conjuntos minimais de precursores necesasipara sintetizar
0 compostoc. Assim, faz-se a combinacao dos resultados obtidos para mmpostod com os
resultados obtidos para o composta, chegando-se aos conjuntos de precursoréd, fg e fd, gg,
gue sao 0S conjuntos minimais de precursores para gerar ongposto a, levando-se em conta
apenas a reacadr8 O netodo fam tamkem a computacao e combinacao dos resultados obtidos
a partir do caminho da reacaoR1

O resultado nal obtido com este netodo sea 0 seguinte corjunto de conjuntos minimais
de precursores:ff d, fg;fd, gg;ff, I, kg;fg, |, kg;ff, mg;fg, mgg. Note, contudo, que nos dois
ultimos conjuntos de precursores, faz-se necessria a pserca do compostoh como continu-
amente disponvel, p que e necessaria a preserca inidal deste composto em complemento ao
compostom para que a reacaoR3 seja disparada e, assim, produza o compost Perceba ainda
gue o encadeamento de reacoes fam com qui4 seja disparada e o composto continuamente
disponvel h seja regenerado e, assim, que2 seja disparado gerando o compostb, quee um dos
substratos da reacaoR1, que sintetiza o0 composto alvo. A necessidade do composkopara dar
incio ao ciclo de producao do compostobe biologicamente aceitivel, tendo em vista que ha a
dependéncia apenas de uma quantidade inicial { que pode estpresente na popria composcao
inicial da elula { p que havela a regeneracao do composto nas reacees cclicas encadeadas.
Na verdade, a sintetizecao de compostos atraves de metalitos continuamente disponveis que
se auto-regenerame bastante comum nas redes metalolicasod organismos e um tratamento
adequado para este problemae uma das contribucees do etodo proposto.
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Resultados Paticos

Este captulo apresenta alguns resultados biobgicos olidos atrawes do uso da ferramenta
construda a partir dos algoritmos descritos no captulo 4. Tanto a constricao da ferramenta
guanto a aralise dos resultados foram feitos em trabalho agjunto com o doutorando Ludovic
Cottret, da Universie de Lyon 1, esseultimo sob a orientacao da pesquisadora Marie-France
Sagot, da mesma institucao. Os mesmos resultados ora agsentados tamlem podem ser encon-
trados em [6]. O apéndice A traz detalhes acerca da implemétao da ferramenta, bem como
um diagrama de classes comentado.

A secao 5.1 apresenta um exemplo do tratamento de dependéia cclica, resultante da abor-
dagem proposta por este trabalho. A secao 5.2 traz um esturlcomparativo entre os resultados
obtidos com nosso netodo e os resultados obtidos por Romem Karp [27]. A secao 5.3 faz um
estudo sobre a relacao de parasitismo entre a baceridarsonella ruddii e o seu hospedeiro, ao
analisar os nutrientes fornecidos pelo hospedeiroa baetia.

5.1 Tratamento de Dependéncias Cclicas na Rede Metalblica

Conforme mencionado no captulo 4, uma das contribuces do netodo ora propostoe a
deteaao e tratamento das dependéncias cclicas entreeacees e compostos, que ocorrem em
abundancia nas redes metatpolicas dos organismos. Parauitrar a nossa abordagem para este
problema, vamos utilizar um exemplo para uma rede metaloica hipottica, conforme apresen-
tado na gura 5.1.

Antes de comentar sobre a dependéncia cclica apresentadna gura, e importante fazer
alusao ao aplicativocytoscape [7], utilizado para exibir a rede metatolica contida na gura
5.1. Este aplicativo foi amplamente utilizado durante estetrabalho, por oferecer diversos recursos
de apoioa visualizacao e manipulacao de dados metaliicos, atraves da importacao direta de
arquivos no formato SBML [29], padrao para representecao de redes metatlicas.

No exemplo da gura 5.1, o composto alvoe o compostaZ. Note que o conjuntofA; B; Cg
e um conjunto de precursores paraZ, f que a preserca de A e Be capaz de fazer com que a
reacao R3 dispare e produza o compostds, que combinado comC propicia o disparo da reacao
R2, que produzF, quee su ciente, via reacao R1, para produzir Z.

Poem, esta soluicao apresentada naoe aunica possiliidade para sintetizecao do composto
Z. A reacao R2 depende do compostdC e tamkem do composto G. Na solwcao apresentada, o
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Figura 5.1: Rede metalnlica com um exemplo de dependéncieclica.

composto G foi obtido atrawes da reacao R3, poem a reacao R4 representa uma via alternativa
para prodwcao de G. Para tanto, e necessria a preserca do compostoH, que por sua veze
produzido pela reacaoR5, que depende dos compostok e I. O composto Ee um precursor
topobgico enquanto |e gerado pela reacaoR6, que depende do precursor topobgicoD e do
poprio composto H. Desta forma, identi ca-se uma dependéncia cclica, p que para sintetizar
0 compostoHe necessria a preserca do pioprio compostoH. Sem considerar o conceito de
compostos continuamente disponveis, o natural seria digr que todas as reacees possuem de-
pendéncias nao satisfeitas, istoe, nem todos o0s subst@s necessarios estao disponveis e, assim,
nenhuma nova reecao pode ser disparada. Poem, caso sefonsiderado que o compostdd
pode ser utilizado para disparar uma via metalolica que sitetize o composto alvoZ, desde que
seja capaz de ser regenerado no processo, entao passamosraiima soluwcao alternativa para
a geracao do composto alvaZ, quee representada pelo conjunto de precursoregC; D; Eg e do
composto continuamente disponvel H.

Os metodos apresentados tanto por Romero e Karp [27] quantgor Handorf et. al [14]
nao deixam claro se tratam esse problema e como o tratam, @a® facam, apesar de serem
aplicados em redes metalblicas de organismos reais que,naccerteza, continham diversas in-
cidéncias de dependéncias cclicas entre compostos. OQwonto de vista biobgico, esse problema
e importante por ser freqeente em redes metalolicas de oganismos reais. As solwcees alterna-
tivas obtidas atrawes do tratamento das dependéncias clicas foram consideradas \alidas nas
avaliacees biobgicas dos resultados obtidos.
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5.2 Reprodwcao de Resultados com  Escherichia coli

Este trabalho deriva diretamente do trabalho realizado porRomero e Karp [27]. Portanto
nada mais natural do que iniciar a aralise dos resultados deosso netodo comparando-0os com
0s obtidos em [27].

O principal objetivo do trabalho de Romero e Karp [27] era ideti car inconsisténcias na
base de dados metatnlicosecocyc [8]. Os autores aplicaram o netodoforward propagation
sobre a base de dados decocyc para obter os metatlitos alvos que nao foram sintetizads a
partir de um conjunto de metatolitos de entrada e de um conjunto de metalolitos de bootstrap,
isto e, \metalolitos de partida" que poderiam ser utiliza dos para disparar reacees que deles
necessitassem. Vale a pena ressaltar que, no nmetodo de Roroee Karp, considera-se que esses
compostos debootstrap estejam sempre presentes, sem nenhuma restrcao de queglitenham
gue ser regenerados pela popria atividade metalolica, omo em nosso netodo.

Para tentar reproduzir os resultados e efetuar a comparae, obtivemos os dados da rede
metalolica do mesmo organismo utilizados pelos autores deeferéncia, o Escherichia coli. A
rede metalolica obtida atualmente na base de dadogcocyc , em sua versao 11.5, conem 897
metalolitos e 879 reacees, das quais 104 sao irrevevsis. A direcao das reacoees foi de nida
tanto com informecees obtidas noecocyc quanto no modelo metalolico MG1655 que conem
informacao adicional sobre reversibilidade de reaceg baseado em restrcoes termodinAmicas. A
gura 5.2 apresenta a rede metatolica doE. coli utiliza neste trabalho.

Figura 5.2: Rede metalblica doE. coli visualizada no cytoscape

Sobre esta rede, aplicamos a nossa implementacao do nato de forward propagation, uti-
lizando os mesmos parametros de entrada utilizados em [27]Como compostos debootstrap
de nimos os compostos do meio de crescimento mnimo M63, aescidos de alguns metalblitos
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cuja preserca na elulae evidente, tal como a coenzima-AATP, NAD e oxigénio { f que o0 meio

de crescimento M63 e aepbio. A lista de compostos utilizalos comobootstrape apresentada
na tabela 5.1. Como metalplito de entrada para aplicacaodo netodo de forward propagation,
utilizamos apenas glucose. Os compostos alvo foram os 20 anwEcidos.

Compostos de Bootstrap \
Agua

ATP

ADP
Fosfato
Difosfato
NAD

CO,
NADH
AMP

H+
Coenzima-A
02

NAD(P)
NAD(P)H

Tabela 5.1: Compostos de partida {bootstrap { de nidos para o experimento com o E. coli.

O netodo de forward propagation devolveu uma sub-rede com 508 reacees e 430 metaholitos,
conforme apresentado na gura 5.3. Isso signi ca que aproxnadamente metade dos compostos
da rede metalolica podem ser diretamente sintetizados at@es da injecao de glucose, levando-
se em conta a preserca dos compostos dapotstrap selecionados. Essa sub-rede obtida { o
escopo da glucose com os compostos beotstrap selecionados por Romero e Karp { seria ainda
maior se houwessemos adicionado 0os compostos continuantendisponveis, istoe, aqueles que
tém a capacidade de se auto-regenerar, que sao identi cad@or nosso netodo. Dentre os 20
aminacidos de nidos como compostos alvo por serem 0s blos de construicao para a sntese
de protenas, apenas 2 nao foram produzidos pelo netodo e forward propagation: lisina e
metionina.

Aplicando-se 0 nosso nretodo para rastreio de precursores aantes para a lisina, obem-se
9 conjuntos minimais de precursores ausentes. Dentre elesm em particular chama atercao
por conter somente tetrahidro-dipicolinato (deltal-piperidina-2-6-dicarboxilato). De fato, este
metatolito est relacionadoa sntese da lisina e, surpreendentemente, esta via metalplica aparece
incompleta na base de dados da rede metalplica d&scherichia coli. Analisando-se mais aten-
tamente, este metaolito nao deveria aparecer como precgor, mas sim como produto da reecao
1.3.1.26, poem esta reacao aparece como irreversved na direcao inversa do que se conhece
guanto a essa via metalolica, ou seja, essa aralise revelam erro no ecocyc . Fazendo com que
a reaxcao citada passe a ser de nida como reversvel, o coposto citado passa a aparecer como
produto da reacao { ao inwes de substrato { e tanto a lisina quanto a metionina passam a ser
sintetizados pelo nmetodo deforward propagation.

Apesar de nao ser possvel reproduzir os mesmos resultaslmbtidos por Romero e Karp,
visto que nao la uma @pia da base de dados metalolicos dd. coli antes das correcees pro-
porcionadas pelos resultados analticos desde [27], foigssvel avaliar que o nosso netodo de
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Figura 5.3: Escopo da glucose na rede metatolica d&. coli.

aralise de nutrientes ausentes tamkeme e caz para identi car inconsisténcias em bases de da-
dos metahlicas.

5.3 Anlise da Relacao de Parasitismo do Carsonella ruddii

Uma outra caracterstica para a qual a aralise de nutrientes pode ser direcionadae a aralise
da relacao entre parasitas e hospedeiros, ao permitir a &hti cacao dos compostos sintetizados
pelo parasita ou obtidos do seu hospedeiro, permitindo assi uma melhor compreensao da
relacao de dependéncia entre os dois organismos, de umrmio de vista biogumico.

A bactria endosimbotica Carsonella ruddii vive dentro de determinadas @lulas dopsildeo,
uma especie de inseto. C. ruddii tem a menor rede metatplica conhecida [24], portanto a
tendénciae de que haja um rumero de precursores ausenteBuito alto para os compostos
essenciais da bactria, os aminacidos. Estudos recense[32] demonstram que metade das vias
metatolicas dessa bactria relacionadasa sntese de ainacidos estao completa ou parcialmente
perdidas, por issoe prowavel que essa backria necessit de muitos nutrientes de seu hospedeiro
para preencher essas lacunas. Neste sentido, a aralise detrientes se presta a esclarecer a
relacao de parasitismo entre os dois organismos atraeda descoberta de quais sao 0s nutrientes
absorvidos pela ®lula da baceria a partir das @lulas do inseto hospedeiro.

Para ilustrar, escolhemos procurar pelos precursores austes de um desses aminacidos
essenciais, a arginina, cuja via metalolica parece estaramnpleta na rede metalolica da bactria.
A rede metalplica da baceria conem apenas 130 composts e 71 reacoes, 16 delas irreversveis.
A gura 5.4 apresenta a rede metalnlica da C. ruddii. Para o experimento, consideramos 0s
compostos listados na tabela 5.2 como compostos de partidadootstrap. Foram encontrados 12
conjuntos minimais de precursores ausentes para a arginingomo demonstrado na tabela 5.3.
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Figura 5.4: Rede metalplica daC. ruddii visualizada no cytoscape

Uma constatacao interessantee o fato dos compostos glamina, treonina e o on bicarbo-
nato (HCO3 ) estarem presentes em todas as solwcees. Glutamina e onobicarbonato estao
envolvidos na reacao 6.3.5.5, que representa um passo essial na via metalblica de sntese da
arginina, como pode ser visto nanetacyc [23]. Ja 0 composto treonina merece uma discussao
mais aprofundada. O caminho entre a treonina e a arginina irdia com a reacao reversvel 4.2.3.1
e segue por duas vias metatolicas diferentes, formadas poeacees reversveis, para produzir L-
aspartato, um metalolito chave para a sntese da arginina Um fato interessantee que essas duas
vias metalolicas { a biosntese de treonina a partir de homoserina e a biosntese de homoserina
{ sao percorridas na direcao inversaa que classicamentesh indicada na base de dados para
essas vias. Naturalmente, isso pode ter ocorrido devido a uarimprecisao na direcao das reacoes
mas tamkem pode signi car que essas reacees podem ser litadas na direcao inversaa que esta
indicada nas referéncias a essas vias metalnlicas.
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Compostos de Bootstrap \
Agua

ATP

ADP

Fosfato
Amonia (NH3)
CO

H+

NADPH
NADP+
Coenzima-A
Oz

NAD(P)
NAD(P)H

Tabela 5.2: Compostos de partida {bootstrap { de nidos para o experimento com aC. ruddii.

Compostos x Conjuntos
Glutamina

Treonina

lon Bicarbonato (HCO3 )
Acetato
2,3-dihidroxi-isovalerato
2,3-dihidroxi-3-metilvalerato
5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
fosfoenolpiruvato X
5,10-metenil-THF X X X
Valina X X X
2-isopropil-3-oxosuccinato X
Piridoxal 5'-fosfato X
D-alanina X
Piruvato X

o
[

x| x| x| O

x| x| x| x| O
x| x| x| x| O
x| x| x| x| O
x| x| x| x| O

x| x| x| x| x| O
x| x| x| x| x| O
x| x| x| x| x|
x| x| x| x| x| O
x| x| x| x| x| O

x| x| x| x| x| x|

X

x| x| x| x| x| x| x|

x
x

x
x

Tabela 5.3: Conjuntos de precursores ausentes para a argid no organismoCarsonella ruddii.
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Conclusao

Neste trabalho foi feita uma revisao consistente do tpio de aralise de nutrientes utilizando-
se conjuntos de precursores, desde uma revisao biobgieade modelagem computacional de redes
metalnlicas ak uma de ncao matematica dos principa is problemas relacionados, discussao de
suas complexidades computacionais e a apresentacao degatitmos para identi cacao de um
conjunto minimal de precursores e do primeiro netodo exatQ baseado em topologia de rede,
para enumerar todos 0s conjuntos de precursores para um camjto de metatolitos alvos. Apesar
de se tratar de um problema com complexidade exponencial, olgoritmo desenvolvido pode
ser utilizado na patica para as redes metatolicas existetes para os organismos mapeados,
produzindo resultados cujos tempos de execwcao variaranpara os exemplos e testes realizados
e apresentados neste trabalho, de poucos segundos a poucasals. Por exemplo, a busca de
precursores para oE. coli, que conem 897 metalnlitos e 879 reacees, para o compés alvo
lisina leva cerca de 10 segundos, enquanto a arelise de prgsores para 0 mesmo organismo,
mas tendo como composto alvo a arginina leva cerca de 10 mimng. Esses resultados foram
obtidos utilizando-se uma naquina com processador AMD 64 ks de 2.0GHz com 1MB de
menoria RAM.

Uma melhoria evidente do netodo desenvolvidoe a maneira érmal com que ele lida com
as dependeéncias cclicas entre compostos, fato que e itusive apontado como uma das incon-
sisténcias dos resultados obtidos por Romero e Karp [27]. &Pa tratar os ciclos, de nimos o
conceito de metalolitos continuamente disponveis, quesao aqueles que ttm a capacidade de se
auto-regenerar, uma vez que tenham sido ativados por uma reao. Nossa abordagem tem a
vantagem de ser gererica e de nida pela popria topologiada rede.

Contudo, as aralises feitas at aqui demonstram que algus conceitos devem ser re nados.
Por exemplo, assumir que todos 0s precursores potenciaist&so em fornecimento in nito pelo
ambiente pode nao ser \alido de um ponto de vista biobgio. De fato, alguns nutrientes em
determinadas condcees podem estar sempre disponveiso ambiente enquanto outros podem
ter um fornecimento limitado.

Outra limitacao do netodo pode ser causada devido ao grade rumero de reacees reversveis
existentes nas redes metalplicas, que podem causar ciclag® auto-regenerecao incorretos ou
arti ciais. Um caso simples, detectado e contornado pelo @oritmo, ocorre na construicao da
arvore de substitucees pois as reacoes reversveigazem com que um produto seja substitudo
por um substrato e, na substitucao seguinte, pelo popilio produto hovamente. O contornoe
proibir que uma substitucao se dé pela popria reeceo que criou o ro de substitucao. Contudo,
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outros tipos de ciclos arti cias causados por reacees rarsveis podem nao ser detectados e
tratados pelo algoritmo, como o exemplo apresentado na gua 6.1. Neste pequeno exemplo, as
reacees reversveisR1 e R3 fazem com que os compostoa e b serao de nidos como compostos
continuamente disponveis, durante a construcao daarvore de substitucees. Desta forma, tendo
d como composto alvo, o conjunto de solwcees devolvido peloosso netodoe vazio, uma vez
gue d pode ser substitudo por a;b, poem a pode ser substitudo por b e vice-versa, devidoa
reacao R1 ser reversvel. A solucao mais adequada para este exemplseria o conjuntof cg.

Figura 6.1: Exemplo de um ciclo de auto-regenerecao arti tal causado por uma reecao re-
versvel.

Portanto, o trabalho realizado complementa o trabalho anteior de aralise de precursores
desenvolvido principalmente por Romero e Karp [27] e Handdret al. [15] [14] e vai aém, for-
malizando e se aprofundando em trés dos principais probleas, propondo uma nova abordagem
para tratar o mais importante deles, do ponto de vista biobgico, quee o problema de conhecer
todos os conjuntos minimais de precursores para um conjuntde metatolitos alvos [6].

Algumas alternativas de extensao direta do presente trabdho, do ponto de vista biobgico,
sao oferecer uma melhor abordagem para o problema do ciclatizcal causado por reacees
reversveis e para a hiptese dos precursores potenciaiferem uma repostcao in nita. Neste
ultimo caso, uma alternativa interessante e que traria outros benefciose a introdwcao de dados
estoquionetricos nas reacees da rede metalplica, peritindo assim uma aralise tamkem quan-
titativa dos conjuntos de precursores. Finalmente, dados egulabrios que indicam as condcees
ambientais necessriasa ocorréncia das reacoes tamm podem ser adicionados, visando dar
informacao ainda mais conavel sobre 0s precursores negssriosa sintetizacao dos compostos
alvos. Do ponto de vista computacional, re namentos algortmicos ou de codi cacao que visem
melhorar o tempo de execwcao ou 0 uso de menoria sao tarein importantes como trabalhos
futuros, principalmente no caso da adcao de informaces quantitativas ou regulabrias na base
de dados metalplicos. Uma outra abordagem interessante@daptar algoritmos de aproximacao
existentes para o problema doHitting Set para obter respostas para o problema de encontrar
um conjunto mnimo de precursores.
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Apéndice A

Apresentacao da Ferramenta Web

Esta secao apresenta a ferramenta web para aralise de nuentes desenvolvida durante o
trabalho realizado. A secao A.1 apresenta detalhes relatos ao projeto do sistema enquanto a
secao A.2 apresenta 0os meios de utilizecao da ferramemtwveb e tamtem as formas para se obter
a versao atual do mdigo-fonte, para possveis extensee

A.1 Caractersticas Tecnicas da Ferramenta

Projetamos uma soluwcao orientada a objetos para o probleamenum-mal-CP , apresentado
no captulo 4, baseando-nos nos algoritmos apresentados osugeridos naquele captulo. O
objetivoe termos uma ferramenta que aja como um \analista ce nutrientes", istoe, que forneca
respostas sobre quais 0s conjuntos de precursores nece®s para sintetizar um determinado
conjunto de compostos alvos, dados uma rede metatolica e @lins compostos de entrada. Sendo
assim, batizamos a ferramenta déNutrient Analyst . A gura A.1l traz um diagrama de classes
do projeto Nutrient Analyst.

O diagrama nao conem todas as classes do projeto, mas sinodas as principais classes
de nidas para a solucao do problema de enumeracao de tamk 0s conjuntos minimais de pre-
cursores necessarios para sintetizar determinados comptos alvos. O projeto foi codi cado
utilizando-se a linguagem de programeacao Java. As 8 classeapresentadas no diagrama da
gura A.1 conem aproximadamente 2.000 linhas de mdigo.

A classeNutrientAnalyst e a responsavel por processar a entrada { ler a rede metaltica, os
compostos de entrada, os compostos de partida olootstrap e os compostos alvos { construir
uma rede metatblica e obter a lista de precursores para 0s agpostos alvos. Para produzir
esta resposta, ela faz uso dos servicos oferecidos pelasmdes classes, especialmente da classe
MetabolicNetwork, quee uma abstracao de uma rede metalplica real. Para eoontrar precur-
sores ausentes, a clasddetabolicNetwork faz uso de uma estrutura de dados especial, chamada
arvore de substitucees, representada pela class®eplacementTree

Apresentamos agora uma descrcao um pouco mais detalhaddo papel desempenhado por
cada uma das classes apresentadas na gura A.1 e dos seus pipais atributos e nmetodos.
Para efeito de clareza, omitimos os netodos de acesso aosriautos privados das classes { os
getters e setters { e outros netodos necessarios apenas para depuracao oexibcao de resultados
intermedarios.
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Figura A.1: Diagrama de classes do projetdNutrient Analyst.

A.1.1 Classe Compound

A classeCompound representa os metalolitos ou compostos qumicos, que poem ser tanto
substratos ou produtos de uma reacao, quanto parte do comnto inicial de compostos disponveis
em um meio de crescimento, ou ainda compostos alvos de um exjmento de aralise de nutri-
entes, etc. A tabela A.1 apresenta 0s principais atributos aeretodos da classeCompound.

Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados

allowedToBePrecursor escalar booleano
bootstrap escalar booleano

id escalar cadeia de caracteres

name escalar cadeia de caracteres
producedBy Lista Reaction
substrateOf Lista Reaction
target escalar booleano
Metodo Devolwcao Parémetros
addProducedBy nenhum Reaction; r
addSubstrateOf nenhum Reaction: r

Tabela A.1: Atributos e netodos da classeCompound.

Os atributos allowedToBePrecursot bootstrap, target, id e name sao atribudos no momento
da criacao de cada novo objeto, de acordo com os paramesale entrada fornecidos e represen-
tam, respectivamente, a propriedade de ser um composto proido ou nao, de ser avaliado como
precursor, de ser um composto de partida para as reacoes tiase de propagecao para frente da
rede, de ser um composto de nido como alvo e a identi cacae@ nome do composto. Compostos
podem ser desabilitados como precursores caso nao se esteferessado em respostas que o
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contenham, como ocorre para compostos sabidamente necases para a sntese de quase todos
0S compostos, comoagua ou ATP.

Os outros atributos sao listas que manttm uma relacao da@omposto com as reaoees que
o sintetizam, mapeados no atributo producedBy, ou que o consomem, mapeados no atributo
substrateOf. O netodo addProducedBy inclui uma reacao na lista producedBy enquanto o
metodo addSubstrateOf inclui uma reacao na lista substrateOf.

A.1.2 Classe Reaction

A classeReaction representa as reacoes qumicas, responsveis por traformar um conjunto
de compostos de entrada em um conjunto de compostos de sadau entao, um conjunto de
substratos em produtos. A tabela A.2 apresenta os principa atributos e netodos da classe
Reaction.

Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados
id escalar cadeia de caracteres
name escalar cadeia de caracteres
products Lista Compound
reversible escalar booleano
substrates Lista Compound
Metodos Devolicao Parametros
addProduct nenhum Compound: ¢
addSubstrate nenhum Compound: c
canSynthetize inteiro Compound: c
re nenhum Lista de Compound: synthetized
booleano: inverted
ready inteiro Lista de Compound: inputList
Lista de Compound: bootstrapList
Lista de Compound: synthetized

Tabela A.2: Atributos e netodos da classeReaction.

Os atributos id, name e reversible sao atribudos no momento da criacao de cada novo
objeto, de acordo com os parametros de entrada fornecidos representam, respectivamente,
a identi cacao e nome da reacao e a propriedade de ser umeeacao reversvel ou nao, 0 que
determina se os compostos de nidos como substratos podemrtdem ser considerados produtos
e vice-versa. Os outros atributos sao listas que mantém umelecao da reacao com 0s compostos
gue ela consome, mapeados no atributsubstrates e que produz, mapeados no atributgroducts.
O metodo addProduct inclui um composto na lista products enquanto o netodo addSubstrate
inclui um composto na lista substrates

O netodo canSynthetize veri ca se a reacaoe capaz de sintetizar um compostac, passado
como parametro. O teste efetuado consiste em veri car se esh contido na lista de produtos da
reacao { neste caso, o netodo devolve o inteiro 1 indicand que a reacao sintetiza diretamente o
compostoc { ou se est contido na lista de substratos e a reacao esamarcada como reversvel
{ neste caso, o netodo devolve o inteiro 2 indicando que a rea&o sintetiza indiretamente o
compostoc. Caso nenhuma das duas condicees ocorra, o netodo devawzero. Este netodoe
utilizado na construicao daarvore de substitucees paa obter todas as reacees que sintetizam
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determinado composto, determinando assim as rami cace® necessrias naarvore. Para mais
detalhes, vide a documentecao da classReplacementTree

Os nretodos ready e re sao utilizados combinadamente na implementacao do algibmo de
forward propagation, detalhado no rretodo forwardPropagation da classeMetabolicNetwork. O
netodo ready valida se a reacao esh pronta para ser disparada, ou sejsgse todos 0s seus subs-
tratos { ou ainda os seus produtos, caso a reacao seja rewyel { estao disponveis no escopo
atual de propagacao. Este escopo atuale passado como panetro para o nmetodo, atrawes das
listas de compostosinputList , bootstrapList e synthetized, que representam, respectivamente,
0S compostos iniciais disponveis no meio de cresciment@s compostos de partida e os com-
postos produzidos pela rede ak o0 momento. O netodo devolg o inteiro 1 caso a reacao esteja
pronta para disparar na direcao em que foi de nida, istoe, utilizando os compostos do atributo
substrates como os seus substratos e devolve 2 caso a reacao estejanpaopara disparar na
direcao contariaa que foi de nida, istoe, utilizand o os compostos do atributoproducts como
0s seus substratos. Finalmente, o netodo devolve zero casoreacao nao esteja pronta para ser
disparada.

O netodo re, por sua vez, deve ser chamado apenas para reacoes que psteprontas para
serem disparadas { istoe, primeiramente deve-se validar es condcao atrawes do netodo ready
{ e adiciona ao conjunto de compostos sintetizados os prodos da popria reacao, considerando
a direcao em que a reacao foi disparada, atrawes do parhetro inverted, que sinaliza se os
compostos produzidos sao os contidos no atributproducts ou no atributo substrates

A.1.3 Classe PrecursorSet

A classePrecursorSetrepresenta uma parte da solucao do problema de aralise deutrientes
estudado, ou seja, corresponde a um conjunto de precursorasrescidos do conjunto de compos-
tos continuamente disponveis necessarios para que 0s capostos alvos sejam sintetizados. A
tabela A.3 apresenta os principais atributos e netodos da lassePrecursorSet

Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados
precursors Lista Compound
continuouslyAvailable Lista Compound
Metodos Devolicao Par&metros
addPrecursor nenhum Compound: ¢
addContinuouslyAvailable nenhum Compound: ¢
checkMinimal booleano PrecursorSet ps
booleano: lookContinuouslyAvailable
iISEmpty booleano nenhum

Tabela A.3: Atributos e nmetodos da classePrecursorSet

Basicamente, os objetos da classerecursorSetcontém duas listas de compostos, uma delas
para indicar quais sao 0s precursores contidos na solwd o atributo precursors{ e a outra
para guardar os compostos continuamente disponveis nes&rios para que 0S precursores sejam
capazes de sintetizar os compostos alvos { o atribut@ontinuouslyAvailable. Os netodos ad-
dPrecursor e addContinuouslyAvailable servem apenas para inserir novos compostos nas listas.

O netodo isEmpty devolve verdadeiro quando tanto o conjunto de precursoresugnto o
conjunto de compostos continuamente disponveis estivewvazio. O nmetodo checkMinimal, por
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sua vez, devolve verdadeiro caso a lista de precursores e danpostos continuamente disponveis
do objeto estejam todos contidos no conjunto de precursores de compostos continuamente
disponveis do parametro ps. Caso o valor do parametrolookContinuouslyAvailable seja falso,
apenas o conteudo dos conjuntos de precursores serao aisaldos para validar se o0 objetoe
minimal com relacao ao outro.

A.1.4 Classe MetabolicNetwork

A classeMetabolicNetwork representa uma rede metatolica, com seu conjunto de comptss
e reacoes. A tabela A.4 apresenta os principais atributog netodos da classeMetabolicNetwork.

Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados
compounds Tabela de Dispersao Compound
considerReactionsReversibility Escalar booleano
reactions Tabela de Dispersao Reaction
Metodos Devolicao Parametros
addSolutions nenhum Lista de PrecursorSet precursorSets
Lista de PrecursorSet precursors
addSolutionsOfSeveralTargets nenhum Lista de PrecursorSet precursorSets

Compound: target
Lista de PrecursorSet precursors

ndPrecursors

Lista de PrecursorSet

Lista de Compound: forwardResult
Lista de Compound: targets
Lista de Compound: bootstraps

ndReactionsThatProduces

Lista de Reaction

Compound: ¢

forwardPropagation

Lista de Compound

Lista de Compound: inputList
Lista de Compound: bootstrapList

readFromSbmlFormat

nenhuma

Cadeia de caracteres:leName

reduceToMinimalSets

nenhuma

Lista de PrecursorSet setOfSets

visitAnd ndPrecursors

Lista de PrecursorSet

ReplacementTree tree

ReplacementNode node
Lista de Compound: bootstraps

Tabela A.4: Atributos e netodos da classeMetabolicNetwork .

Os atributos compounds e reactions sao tabelas de dispersao, indexadas, respectivamente,
pelo atributo id dos objetos das classeSompound e Reaction. Assim, a rede metatolica manem
uma lista de todos 0s seus compostos e suas reacoes e consegcessar um objeto espec co
de forma e ciente, atrawes da tabela de dispersao. O atriluto considerReactionsReversibility
considera se a rede metalplica deve considerar a reversiidiade de suas reacees, ao computar o
resultado da propagecao para frente. Trata-se, portanto,de uma con guracao do funcionamento
do processamento do netodoforwardPropagation.

O netodo readFromSbmlFormate o responsavel preencher um objeto da classdletabolic-
Network, ao fazer a leitura dos dados contidos em um arquivo que segogadraoSystems Biology
Markup Language que descreve de maneira estruturada, em um arquivo texto dedamente
formatado, as informacees de uma rede metalolica. Destarquivo sao extrados 0os compostos e
reacoes que foram a rede metalolica.
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O netodo forwardPropagation devolve o escopo de um conjunto inicial de compostos
fornecido como par@metro de entrada,nputList. O algoritmo implementado faz uma iteracao
pelas reacoes da rede metallica, veri cando se ha reeao que esht pronta para ser disparada,
dados o conjunto inicial de compostos, o conjunto de metaliitos de partida { bootstrapList
{ e os compostos a produzidos ak o0 momento. Para fazer ess validacao, o netodo ready
da classeReactione acionado para cada reacao da rede metalolica. Para tod reacao que a
chamadaready devolve verdadeiro, o netodo re da reacaoe acionado para que 0S compostos
sintetizados pela reacao sejam adicionadosa lista de eopostos a produzidos, quee devolvida
ao nal do processamento, quando nenhuma nova reecao pudeser disparada. E importante
notar que o netodo ready avalia se a reacaoe reversvel e, caso seja, se 0s prochd podem ser
utilizados como reagentes para que a reacao seja disparacho sentido inverso.

O netodo ndPrecursors e um dos principais do projeto, visto quee o responsavel por enu-
merar { e devolver { 0s conjuntos de precursores necessarigpara sintetizar um conjunto de com-
postos alvos, sendo que o algoritmo implementadoe muito siilar ao pseudo-odigo apresentado
no algoritmo EnumMalCP da secao 4.4, istoe, cria-se umaarvore de substituca { um objeto
da classeReplacementTree{ para os compostos alvos e para cada composto alvo contido nmo
raiz daarvore de substitucao chama-se o netodo recursvo visitAndFindPrecursors, que realiza
0 percurso na direcao das folhas daarvore e monta os conjios de precursores que sintetizam
os alvos. O netodo visitAndFindPrecursors remonta ao algoritmo EncontrePrecursores ,
tambem apresentado na secao 4.4, e sua implementeca@# uso dos netodosaddSolutions, que
e responsavel por incluir uma nova soluwcao parcial encaoitrada em um conjunto pe-existente
de solwcees, ereduceToMinimalSets que elimina de uma lista de conjuntos de precursores as
solucees nao-minimais. A combinacao dos netodosddSolutions e reduceToMinimalSets cor-
responde ao algoritmoCartesianoMinimal , da secao 4.4.

A.1.5 Classe ReplacementNode

A classe ReplacementNode representa um ro da arvore de substitucees. A tabela A5
apresenta os principais atributos e netodos da class&eplacemenNode

Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados
compound Objeto Compound
cycle Escalar booleano
hierarchy Escalar cadeia de caracteres
level Escalar inteiro
parent Objeto ReplacementNode
replacements Lista Replacement
Metodos Devolicao Parametros
addReplacement nenhum Lista de Compound: replacement
sameBranchFromRoot booleano ReplacementNode node

Tabela A.5: Atributos e metodos da classeReplacementNode

Cada ro daarvore de substitucees conem um composto que est sendo substitudo { o
atributo compound, quee um objeto da classeCompound { e a lista de substitucees possveis
para este composto { o atributo replacements quee uma lista de objetos da class&keplacement
O atributo cycle conem o valor verdadeiro caso o ro constitua um ciclo naarvore de substitucees
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sendo percorrida. O atributo level conem o valor do nvel do ro com relecaoa raiz, que possui
nvel igual a um. O atributo parent referencia o ro ancestral, que foi substitudo pelo ro atual.

O nvel de um novo roe sempre o nvel do ro ancestral parent acrescido de um. O atributo
hierarchy conem uma \identi cacaoinica e hiearquica para ca da ro, que e formado pela
ordem do composto e da reacao que o substituiu. Na paticaa hierarquiae montada a partir da
hierarquia do ro ancestral parent acrescido do rumero de ordem desse ro dentro da substitaiao.
Por exemplo, suponha que para uma determinada rede metalia estejamos interessados apenas
em avaliar um composto alvoA contido em um ro de substitucao n. A hierarquia deste ro n
sel de nida como \1". Se houverem, digamos, duas reaceg que sintetizemA, entao o ro

n contea duas substitucees em sua lista de substitumesreplacements Se a segunda dessas
reacoes utilizar dois substratos para sintetizarA, digamos B e C, entao 0s ros criados para
cada um destes substratos tema hierarquia \1.2.1"e \1.2.2, respectivamente, indicando que sao
substitucees do primeiro composto alvo, pela segunda eeao e o terceiro ndicee apenas um
rumero seqdeencial do substrato dentro da reacao.

O atributo hierarchy possui um papel importante na implementacao do netodosameBranch-
FromRoot, que deve devolver verdadeiro sempre que o ro passado comarametro de entrada,
node estiver na mesma rami cacao do ro objeto. Esse testee €ito pelo netodo replace da
classeReplacementTree para veri car se um ciclo foi detectado. O testee facilitado atrawes
da simples comparacao dos atributoshierarchy dos dois objetos, validando se a hierarquia do
objeto comeca {e uma subcadeia { da hierarquia denode

Finalmente, o metodo addReplacementtoma como parametro de entrada uma lista de com-
postos replacement e cria uma nova substitucao para o composto, ao criar um neo ro de
substitucao para cada composto contido emreplacement colocando-os como ros |hos do ro
sendo substitudo. Lembre-se que cada substitucao contla no atributo replacementsrepre-
senta uma reacao que sintetiza o composto referenciado p@ompound, assim, na verdade, os
compostos contidos no parametraeplacementsao os substratos de cada uma dessas reacoes.

A.1.6 Classe ReplacementTree

A classe ReplacementTree representa umaarvore de substitucees, estrutura de ddos es-
pecialmente desenvolvida para este trabalho que represemta seqeéncia de substitucees de
determinados compostos, decorrentes das reacees quetsiizam estes compostos. A tabela A.6
apresenta os principais atributos e netodos da class&eplacementTree

O atributo head representa a raiz daarvore, e uma lista com todos os compdss alvos,
representados como ros da arvore. Cada ro derivado desterp raiz representa uma substi-
tucao possvel do composto alvo por compostos capazesedsintetia-lo. As folhas daarvore
de substitucao conttm apenas compostos de nidos como rpcursores potenciais ou compos-
tos candidatos a serem compostos continuamente disponvg, assim identi cados pelo poprio
algoritmo, quando detecta ciclos na construcao daarvoe de substitucees. O atributo replace-
mentsByCompounde uma tabela de dispersao indexada pelad de um objeto da classeCom-
pound, que guarda uma lista de objetos da classReplacementNode contendo assim todas as
substitucees g realizadas, naarvore, para cada compsto. O atributo network e apenas uma
referénciaa rede metalolica para a qual aarvore est sendo construda.

O netodo buildTreeFrome o responsavel por construir aarvore de substitucees para a rede
metatolica network, conhecendo o resultado da fase de propagacao para frerégtambkem a lista
de compostos alvos atrawes dos parametros de entradiorwardResult e targets, respectivamente.
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Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados
head Lista ReplacementNode
replacementsByCompound| Tabela de Dispersao Lista de ReplacementNode
network Objeto MetabolicNetwork
Metodos Devolicao Par&metros
buildTreeFrom nenhum MetabolicNetwork : network

Lista de Compound: forwardResult
Lista de Compound: targets
freshReplacement booleano ReplacementNode node
replace nenhum ReplacementNode node
Lista de Compound: forwardResult
Fila de ReplacementNode queue
Lista de Compound: forwardResult

Tabela A.6: Atributos e nmetodos da classeReplacementTree

O algoritmo consiste em criar um ro daarvore { chamado de no de substitucao e representado
por um objeto da classeReplacementNode{ para cada composto de nido como alvo. Esses
ros criados para os compostos alvos formarao a raiz daare e serao tamtem adicionados a
uma la de processamento. Enquanto esta la contiver elemetos, o netodo replace deve ser
chamado para realizar a substitucao do ro no topo da la. Esse processo de substitucao consiste
em criar novos ros, que serao descendentes do ro sendo stihudo, um para cada reecao que
sintetize o composto representado no ro substitudo. Desa forma, o papel do netodo replacee

0 de procurar todas as reacees que sintetizem o compostontmo no ro de substitucao node
passado como parametro de entrada, e para cada uma delas eiinar uma substitucao ao ro
node criando um novo ro para abrigar todos os substratos da reeao que sintetize o composto
contido no ro node O netodo replace nao faz a substitucao quando o composto contido em
node for um precursor. O netodo replace possui ainda a furcao de realimentar a la de ros de
substitucees a serem investigadas, adicionando a ela a®vos ros criados, desde que se trate de
substitucees \frescas", o quee validado pelo netodo freshReplacement que veri ca se estae a
primeira substitucao deste mesmo composto por esta ra&ao0, na mesma rami cacao daarvore.
Caso nao seja, detectou-se um ciclo e o composto contido nesb de substitucaoe identi cado
como pertencente a um ciclo ee um candidato a composto comiuamente disponvel, sendo que
este ro de substitucao naoe includo na la de ros de substitucao a serem processados.

A.1.7 Classe Replacement

A classeReplacementrepresenta uma substitucao de um ro daarvore de substiucees. Cada
ro daarvore de substituceese substitudo tantas ve zes quantas forem as reacees que sintetizam o
composto que eles guardam. Cada substitucao conem umésta dos ros de substitucao criados,
um para cada substrato da reacao representada pela subsiicao. A tabela A.7 apresenta os
principais atributos e netodos da classeReplacement

O atributo compound conem o objeto da classeCompound que esh sendo substitudo. O
atributo replacementOrder indica a ordem seqgdencial em que esta substitucao foi adionadaa
lista de substitucees do compostacompound A lista replacedFor conem os ros de substitucao
criados para a substitucao, um para cada substrato da rezao representada pela substitucao.
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Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados

compound Objeto Compound
replacementOrder Escalar inteiro

replacedFor Lista ReplacementNode

Metodos Devolicao Parametros
createReplacement nenhum ReplacementNode parent

Lista de Compound: replacedFor
Inteiro: replacementOrder

Tabela A.7: Atributos e metodos da classeReplacement

Basicamente, uma substitucao nao possui comportament especiais e 0 seuunico netodo
e 0 seu construtor, aqui representado pelo netodocreateReplacement responsavel por fazer a
criecao dos objetos necessrios a partir dos paramet® de entrada. Uma substitucaoe sempre
criada atrawes de chamadas ao netodoaddReplacementda classeReplacementNode que por
sua veze invocado atrawes do netodo replace da classeReplacementTree

A.1.8 A Classe NutrientAnalyst

A classe NutrientAnalyst representa um analista de nutrientes, ou seja, alglem intees-
sado em realizar experimentos em redes metalblicas, padularmente interessado em realizar
propagacees para frente seguidas da enumeracao de prgsores ausentes para determinados
compostos alvos. Podemos dizer que estae a classe princigdo projeto, concentrando nela os
algoritmos responsaveis por \ligar as pontas" das demais lasses, cujas responsabilidades sao
estruturais ou de prover 0s servcos necessariosas aes da classeNutrientAnalyst . A tabela
A.8 apresenta os principais atributos e netodos da class&lutrientAnalyst .

Atributos Estrutura de Dados Tipo de Dados
bootstrapCompounds Lista Compound
inputCompounds Lista Compound
targetCompounds Lista Compound
network Objeto MetabolicNetwork
Metodos Devoliwcao Parametros
compute nenhum Cadeia de caracteressbmiFile
Cadeia de caracteresinputFile
printSolutions nenhum Lista de PrecursorSet precursorSets
readinputFile nenhum Cadeia de caracteresinputFile

Tabela A.8: Atributos e nmetodos da classeNutrientAnalyst .

O netodo computee o responsavel por realizar um experimento sobre uma redenetalolica
de entrada { de nida no formato SBML e contida em um arquivo texto enderecado pelo
parametro de entrada sbmlFile { a partir das informacees de entrada, que sao uma lista de
compostos de entrada, uma lista de compostos de partida e unista de compostos alvos, todas
contidos no arquivo texto enderecado pelo parametro de dnada inputFile, um arquivo XML
criado para descrever a entrada de um experimento. A secad.2 apresenta os formatos destes
arquivos com mais detalhes.
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O netodo compute faz entao a carga dos dados destes arquivos, preenchendoatsbutos
bootstrapCompounds inputCompounds e targetCompounds, a partir dos dados contidos no
arquivo de entrada e tamkem criando o atributo network, atraves de uma chamada ao netodo
readFromSbmlFormat, da classeMetabolicNetwork. Uma vez conhecidos a rede metalolica, os
compostos de entrada e de partida e os compostos alvos, o exipgento tem incio, atrawes da
chamada ao metodo forwardPropagation do objeto network e, em seguida, do netodo ndPre-
cursorsdo mesmo objeto. O netodoprintSolutions e utilizado para exibir os resultados obtidos
pela chamada a ndPrecursors.

A.2 Como Utilizar

A.2.1 Arquivos de Entrada

Para fazer uso do aplicativoNutrientAnalyst , e necessario fornecer como entrada dois ar-
quivos, um descrevendo a rede metalolica e outro descrevdn os parametros de entrada para o
experimento a ser realizado sobre os dados desta rede.

A rede metatplicae representada pelo formato Systems Biology Markup Languagg SBML )
[29], quee um arquivo de marcecoes {tags { com formato XML , contendo secees para compos-
tos { species no formato SBML { e reacoees, abm dos compartimentos intra-celulares em ge
0s compostos sao encontrados, dados regulabrios sobreogorréncia das reacees, dados esto-
quiorretricos, anotecees diversas, etc. Uma especi ceao completa e detalhada sobre o formato
SBML pode ser encontrada em [29]. O interpretador implementado @ra o projeto Nutrient-
Analyst faz a leitura apenas das secoekstofSpeciese listOfReactions, para construir o objeto
da classeMetabolicNetwork. Todas as demais secees do arquivo de entrada sao ignosasdno
momento do processamento do arquivo. A gura A.2 apresenta on exemplo do conteudo de um
arquivo SBML, para uma rede metatnlica ctcia.

O arquivo de entrada foi de nido especi camente para o projéo NutrientAnalyst , mas
manem o formato XML e conem uma estrutura bastante similara do formato SBML. Basica-
mente, 0 arquivo de entrada possui quatro secees princifpg, cada uma delas contendo uma lista
de compostos. As secees sdaput-compounds, bootstrap-compounds precursor-compounds
e target-compounds a primeira contendo 0os compostos disponveis ho meio de escimento, a
segunda os compostos de partida, a terceira os compostos aédos arbitrariamente como pre-
cursores e a quarta os compostos alvos. Um exemplo de um argaide entradae apresentado
na gura A.3. Para realizar experimentos com a ferramenta, ouswario devela construir 0s seus
poprios arquivos de entrada, nos moldes do arquivo apresgado na gura A.3.

A.2.2 Versao O ine

Para fazer uso do aplicativo NutrientAnalyst o interessado pode fazer o seu download a
partir do stio de biologia computacional da UFMS.

Para se realizar um experimento e necessrio possuir 0os guivos de entrada { a de ncao
da rede metalolica no formato SBML e os parametros de entrada no formatoXML { conforme
apresentados na secao A.2.1. Para se obter uma enumees~dos precursores ausentes para
uma determinada rede e compostos alvos, conforme de nidosrearquivos chamadosrede.xml e
entrada.xml, por exemplo, basta executar na linha de comando:

dct-ufms



Apresentacao da Ferramenta Web 56

Figura A.2: Exemplo de um arquivo de entrada contendo uma red metalolica no formato
SBML.

$./nutrientAnalyst rede.xml entrada.xml

A.2.3 Versao Online

Uma versaoweb do aplicativo NutrientAnalyst tamkem esh disponvel no stio de biologia
computacional da UFMS. A mesma observacao feita para a vamoo ine ha secao A.2.2, sobre
0s arquivos de entrada, e \alida para a versaoconline da ferramenta.

A tela atrawes da qual o usuario faz a carga dos arquivos de ptradae apresentada na gura
A.4 e a apresentacao do resultado do processamentoe amentado na gura A.5.
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Figura A.3: Exemplo de um arquivo de entrada contendo os pametros para um experimento
de aralise de nutrientes.

Figura A.4: Exemplo da tela de entrada de dados para a versaonline da ferramenta Nutrient-
Analyst.
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Figura A.5: Exemplo da tela de exibcao de resultados da vesao online da ferramentaNutrien-
tAnalyst .
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Apéndice B

Glossario

Bootstrap : vide composto de partida;

Composto (qumico) : elemento qumico participante, como substrato ou produto, das
reacees qumicas que compeem uma rede metallica,;

Composto alvo : em um experimento de aralise de nutrientes, trata-se de uma@mposto que
se espera obter a partir de um conjunto de compostos iniciaigjue formam o meio de crescimento
para o organismo cuja rede metalolicae modelada;

Composto de partida ( Bootstrap ): o0s compostos de partida sao agueles que nao
compeem o meio de crescimento, mas ainda assim estao dispeis, na popria composcao
celular do organismo;

Enzima : elemento qumico associado a reacees qumicas, resp@avel por acelerar ou inibir
estas reacoes;

Estoquiometria : Estoquiometria de uma reacao sao as quantidades necasas de cada
um dos reagentes desta reecao e as quantidades produzidés cada um dos produtos da reacao;

Meio de crescimento : trata-se do conjunto de compostos qumicos disponveis @ meio
ambiente para um organismo;

Produtos (de uma reacao) : compostos gerados por uma reacao, a partir de um determi-
nado conjunto de compostos iniciais, chamados substratos;

Reaao (qumica) : processo atrawes do qual um conjunto de compostos iniciai chamados
substratos, sao transformados em um conjunto de compostosais, chamados produtos;

Rede metalnlica : conjunto de compostos e reacees encadeadas;

Substratos : compostos que sao transformados, por uma reacao, em unergunto de pro-
dutos.
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