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Resumo

A Polineuropatia Amiloidética Familiar, mais conhecida em Portugal por Doenga dos
Pezinhos ou por Paramiloidose, € uma doencga incurdvel, apresentando uma rapida
evolugdo e podendo conduzir a morte do paciente. Esta patologia é desencadeada por
um processo de desnaturacdo da Transtirretina (TTR) — uma proteina produzida pelo
organismo humano — que provoca a acumulagédo de elevadas quantidades de substancias
fibrilares da proteina mutada em diversos tecidos. Esta acumulag¢&o condiciona o normal
funcionamento do organismo.

A dinamica molecular é uma técnica de simulacdo computacional que permite derivar
os diferentes estados de desnaturacdo da TTR. Foram efetuadas diferentes simulacGes
de desnaturacao proteica representando diferentes condicdes iniciais sobre a TTR e uma
sua variante mais amiloidogénica (Leu55Pro). Destas simulacGes foram consideradas
dez para aplicacdo de algoritmos de Graph Mining da biblioteca ParMol, para extracdo
de subgrafos (fragmentos). Os fragmentos foram posteriormente organizados em grupos
conforme a zona da proteina em que se encontram. Estes fragmentos sdo a base dos
caminhos de desnaturacéo.

O objetivo desta tese € o desenvolvimento de uma ferramenta de visualizacdo que
permita 0 estudo do fluxo de evolucdo da TTR ao longo das simulacbes de
desnaturacdo. Nomeadamente pretende-se identificar as interacdes entre residuos que
compdem a TTR e comandam o processo de desnaturacdo. A ferramenta (Subgraph
Paths) permite a visualizacdo e analise ndo s6 dos fragmentos extraidos mas também
dos caminhos de folding/unfolding associados a estes. Um caminho é uma trajetéria de
evolucao de um fragmento ao longo do tempo numa simulagéo. Esta evolugdo pode ser
composta por momentos de expanséo e de retracdo do fragmento, em termos de ganhos
ou perdas de ligacBes. Outro conceito importante abordado na dissertacdo é o de procura
de caminhos noutras simulacdes. A procura permite expor semelhancas e diferengas no

comportamento dos residuos entre simulagdes de diferentes variantes da proteina.



Abstract

Familial Amyloid Polyneuropathy, best known in Portugal as "Doenga dos Pezinhos",
has no cure and has a very fast evolution, being quickly fatal. This pathology is
triggered by a Transthyretin denaturation process — Transthyretin, a protein produced in
human organism - causing the accumulation of large amounts of mutated protein

fibrillar substances in various tissues, affecting normal body functioning.

Molecular dynamics is a computer simulation technique that allows deriving different
TTR denaturation states. Different denaturation simulations were performed considering
different initial conditions about TTR and about its more amyloidogenic variant
(Leu55Pro). Ten of these simulations were considered in order to apply graph mining
algorithms from ParMol library, aiming to extract frequents sub graphs (fragments). The
fragments were subsequently organized into groups according to the part of the protein

where they belong. These fragments are the paths basis.

The purpose of this thesis is the development of a visualization tool that allows the
study of TTR evolution flow along the unfolding simulations. In particularly, it is
intended to identify the interactions between residues that compose TRR which
command the unfolding process. The tool (Subgrapg Paths) permits to visualize and to
analyze not only the extracted fragments but also the folding/unfolding paths related to
them. A path is a fragment evolution trajectory along a run. An evolution may be
composed of moments of expansion or retraction of the fragment, in terms of gains or
losses of connections. Another important discussed concept is the search of paths in
other simulations. The search exposes similarities and differences in residues behavior
between different simulations that may give more clues about Transthyretin unfolding

process.
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Capitulo 1

Introducao

O estudo de qualquer doenga envolve uma pandplia de areas de conhecimento de forma
a acelerar e completar o estudo em diversas vertentes. Uma destas areas ¢ sem duvida a

informatica.

A informatica tem vindo a ter um papel crucial no estudo de varias doencas devido ao
elevado volume de dados envolvidos em experiéncias de investigacao quer de cura, quer
de causas. Para analise desses dados tipicamente utilizam-se técnicas de Data Mining de
modo a extrair padrdes e informacdo sobre o comportamento de compostos e/ou
substancias. Além disto, as ferramentas e plataformas informaticas, tanto para
alojamento, organizacdo e filtragem, como para andlise de dados provenientes de
simulacdes e experiéncias, sdo sempre uma mais-valia € encurtam o tempo de qualquer

investigacao.

Esta dissertacdo apresenta o trabalho realizado no ambito do desenvolvimento de uma
ferramenta informatica em que serdo usadas técnicas de Data Mining. Esta ferramenta
vem em prol da assisténcia a investigacdo das causas de uma doenga especifica - a
Paramiloidose. Porém, podera também ser extensivel a outras patologias cujo processo

de desencadeamento seja semelhante.

A Polineuropatia Amiloidotica Familiar, mais conhecida em Portugal por Doenca dos
Pezinhos ou Paramiloidose, ¢ uma doenca ainda sem cura € que, em muitos casos,
podera ser mortal. Esta doenga ¢ causada pela mutacao de uma proteina produzida pelo

organismo humano — a Transtirretina — que, quando mutada, provoca a acumulacao de

1



fibras de amiloide em diversos tecidos, condicionando assim o funcionamento de certos
orgaos. Contudo, ainda ndo ¢ possivel explicar totalmente como sdao formadas as fibras
de amiloide a partir da proteina mutada. O trabalho apresentado compreende a
utiliza¢do de técnicas de Data Mining, nomeadamente de Graph Mining, de modo a
extrair fragmentos (sub-moléculas) da proteina mutada e nativa associada a doenga.
Estes fragmentos sdo obtidos a partir de simula¢des de dindmica molecular da
Transtirretina. Usando estes fragmentos, pode-se tragar trajetorias de evolugdo com o

objetivo de expor o seu comportamento.

A ferramenta permitird ndo s6 analisar os fragmentos relevantes obtidos, visualizando-
os graficamente, mas também tragar trajetérias de evolucao, denominadas de caminhos.
Por sua vez, estes caminhos poderdo ser visualizados e o utilizador poderd navegar
nestes, estudando o comportamento de um fragmento em pormenor. A ferramenta
contara com algumas funcionalidades adicionais como a possibilidade de refazer e
expandir um caminho, e de procurar um caminho em diferentes simulagdes visando
encontrar semelhangas entre os fendmenos ocorridos em diferentes variantes da proteina

associada a Paramiloidose.
1.1. Motivagdo e Objetivos

A Paramiloidose, por ser uma doenga ainda sem cura e mortal, ¢ continuamente alvo de
estudos. Além disto, por pertencer ao grupo das amiloidoses, em que se incluem por
exemplo as doengas de Alzheimer, de Parkinson e de Huntington, torna-se um caso de
estudo interessantissimo, pois os resultados obtidos sdao passiveis de se estender a outras

patologias do grupo.

Apesar dos muitos estudos ja realizados, ainda ndo existe cura para nenhuma
amiloidose, nem as suas causas e aparecimento estdo completamente clarificados. Mais
concretamente, no caso da Paramiloidose, ainda € necessario estudar aprofundadamente
o comportamento da proteina que mutada leva ao aparecimento da doenca. Ou seja,
pretende-se saber que interagcdes entre os residuos que compdem a Transtirretina
comandam o processo de desnaturagdo. Assim, esta tese surge no sentido de colmatar a
necessidade da existéncia de um novo estudo que, com base em trabalhos e simulagdes
de dinamica molecular j4 realizados, permita uma nova abordagem a este problema de

modo a langar mais pistas sobre o comportamento da Transtirretina.



Usando técnicas de Data Mining, pretende-se extrair fragmentos das simulagdes de
desnaturagdo proteica associadas a doenga e, posteriormente, derivar informacgdes
relevantes sobre estes. Para isto, serd usado o conceito de caminho e de procura de
similaridade, tendo como foco a transformagdo ¢ manuseamento destes fragmentos que
por sO6 si — dado o seu volume e natureza — ndo conseguem fornecer diretamente
informagdes relevantes. Assim, o objetivo principal ¢ desenvolver uma ferramenta que
permita assistir investigadores, tanto no estudo da Transtirretina, como de outras
proteinas associadas as amiloidoses. A elaboragdo desta ferramenta terd em conta os
resultados de outros trabalhos ja publicados em que foram usadas técnicas Data Mining
e trabalhos em que foi estudada a Transtirretina, ndo esquecendo os requisitos impostos

pelos utilizadores.
1.2. Consideracoes Linguisticas

Por imposicao da area em que esta tese esta a ser desenvolvida — a informatica — torna-
se impossivel a ndo recorréncia a termos estrangeiros, sobretudo angléfonos. Nao se
trata, contudo, de qualquer desrespeito pela lingua portuguesa, mas antes da quase
inexisténcia de termos que lhe correspondam em portugués. Nalguns casos, apesar de
haver correspondéncia linguistica, os termos sdo ainda pouco conhecidos por estarem
fracamente disseminados. Este facto poderia levar a interpretacdes erradas ou a
confusdo por parte de quem 1€. Deste modo, a opgdao por manter os termos originais
prende-se maioritariamente com o desejo de haver clareza na exposi¢do e explicagao.
Acrescente-se que esta tese foi escrita de acordo com as regras do recente acordo

ortografico.
1.3. Estrutura do Documento

Esta dissertagdo esta dividida em seis partes:

e Uma primeira parte em que o problema ¢ contextualizado e em que sdo
explicados os fundamentos tedricos necessarios para a sua compreensdo. Esta
parte compreende os capitulos 2 e 3. No capitulo 2 ¢ apresentada a doenga ¢ a
sua relacdo no grupo das amiloidoses. No capitulo 3 sdo introduzidas algumas

defini¢des da biologia molecular;



e Na segunda parte ¢ apresentado o estado da arte, que corresponde ao capitulo 4;

4

e Na terceira parte ¢ desenvolvida a parte tedrica o trabalho. Esta parte
corresponde aos capitulos 5, 6 ¢ 7. No capitulo 5 ¢ apresentado todo o trabalho
que envolve a extracdo de subgrafos frequentes; no capitulo 6 a teoria,
definigdes e regras associadas ao tragar de caminhos; e no capitulo 7 ¢
apresentado o conceito de procura de caminho numa corrida e todas as

definigdes, teoria e regras envolvidas;

e Na quarta parte ¢ apresentado o resultado final do trabalho desenvolvido e a sua

implementagdo. Esta parte corresponde ao capitulo §;

e Na quinta parte ¢ abordado um caso de estudo. Esta abordagem encontra-se no

capitulo 9;

e Na sexta e ultima parte sdo ditadas as conclusdes e o trabalho futuro. Esta parte

corresponde ao capitulo 10.

Em anexo encontra-se toda a informagao complementar do estudo.



Capitulo 2

Polineuropatia Amiloidética Familiar

A Polineuropatia Amiloiddtica Familiar (PAF), mais conhecida em Portugal por Doenca
dos Pezinhos ou Paramiloidose, foi identificada em 1939 pelo neurologista Corino de
Andrade. Trata-se de uma doenga neurologica de transmissdo genética, cronica e
progressiva € que apresenta uma evolu¢do muito rapida, podendo conduzir em pouco

tempo a morte do paciente.

Segundo o Grupo de Apoio a Paramiloidose , distinguem-se essencialmente quatro

periodos ao longo da investigacao desta doenga:

e Um primeiro periodo de incubagdo, que decorre entre 1939 (data das primeiras
observagoes de doentes na Povoa do Varzim e em Vila do Conde) e 1952 (data

da descrigao dos principios que caracterizam a Paramiloidose);

e Um segundo periodo de estado que durou trinta anos - até 1980 - em que se
multiplicaram estudos multidisciplinares, muitos deles ligados ao Centro de

Estudos de Paramiloidose criado por Corino de Andrade em 1960;

e Um terceiro periodo de explosdo do conhecimento cientifico da doenca em bases

bioquimicas e de biologia molecular;

e Um quarto periodo que se inicia com a terapéutica pelo transplante hepatico em
1991 e que vai até aos nossos dias, avancando no século XXI com um leque de

perspetivas sempre mais alargado.

1 ~ o o
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Apesar de ser uma doenca mortal, esta pode ser retardada através de um transplante
hepatico que diminui os altos niveis de proteina anormal no sangue. Contudo, este traz
problemas ao nivel da rejei¢do do o6rgdo e da falta de d6rgdos disponiveis para o
transplante. Em casos mais graves, ja ndo ha beneficios com o transplante devido as

lesdes ja avancadas existentes no paciente [Adams 2000].

Em termos de causas, sabe-se que esta deve-se a uma mutacao numa proteina chamada
Transtirretina, sendo que existem diversos tipos de mutacdes associados a esta proteina.
A mutagdo mais frequente em Portugal ¢ conhecida como Val30Met e consiste na
substituicdo de um Unico aminoacido, a Valina, por uma Metionina na posi¢cao 30 da
cadeia de aminoacidos da proteina. Porém, esta e outras mutacdes ocorrem também
noutros pontos do globo nomeadamente no Japao, na Suécia, na ilha de Maiorca em

Espanha, no Brasil e em Italia [Coutinho 1989].

A Figura 1 apresenta a distribuicdo mundial da PAF em que a magnitude dos circulos

representados estd relacionada com o numero de pacientes em cada localizagdo [Ando
2005].

L ] Porugal e L 4 . Japan

Figura 1 - Distribui¢cdo mundial da PAF.

Esta doenca caracteriza-se essencialmente por:
e Perda da destreza motora, da sensibilidade tactil e da dor [Coutinho 1976];

e Problemas cardiacos [Ando 2005];



e Disfungao erétil e urinaria [Freitas 1976];
e Disfungdes gastrointestinais [Ando 2005];
e Disfungdes renais [Lobato 2003];

e Perturbagdes oculares [Ando 2005].
2.1. Outras Doencas Relacionadas

A PAF, a doenca de Alzheimer, de Parkinson e de Huntington fazem parte do grupo das
amiloidoses e partilham varias caracteristicas: todas estas sdo muito restritivas, ndo tém
cura e sdo desencadeadas por um mecanismo comum de acumulagdo de substancias
fibrilares de proteinas em tecidos. As amiloidoses sdo doencas que tém origem na
acumulac¢do, sob a forma de placas, de quantidades elevadas de proteina incorretamente
enrolada em tecidos [Quintas 2001]. De acordo com [Brito 2004], apesar das proteinas
envolvidas diferirem em sequéncia, estrutura e funcdo, a parte amiloiddtica destas

doengas partilha os mesmos mecanismos moleculares.

A doenga de Alzheimer, descrita pela primeira vez em 1906 pelo psiquiatra e
neuropatologista Alois Alzheimer, afeta a memoria e a saide mental, podendo levar a
deméncia e a dependéncia total do paciente, acompanhados por distarbios
comportamentais [Raskind 1995]. Existem, contudo, iniimeros tratamentos que visam
minimizar os sintomas, proteger o sistema nervoso e retardar a evolucdo da doenga

[Sereniki 2008].

A doenga de Parkinson foi descrita pela primeira vez em 1817 pelo médico James
Parkinson e ¢ principalmente caracterizada pela rigidez muscular, tremores e lentidao de
movimentos [Jankovic 2008]. 90% dos doentes sofrem também de algum tipo de
desordem psicologica nalgum ponto das suas vidas [Menza 2005]. Atualmente, quer os
diversos medicamentos existentes, quer a cirurgia, ndo mais fazem do que controlar

sintomas, continuando a ocorrer a degradagdao das células responsaveis pelo

. , 1 2
agravamento progressivo da doenga (fonte: Médicos de Portugal ).

2 ~ . . .
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Por ultimo, a doenga de Huntington, descrita pela primeira vez por George Huntington
em 1882 ¢ maioritariamente caracterizada por movimentos involuntdrios do rosto,

bracos e pernas, deméncia e depressao [Walker 2007].

Hoje em dia existem cerca de 10 000 pessoas em todo mundo com PAF (fonte:

Associacdo Portuguesa de Paramiloidose3), 25 milhdes com Alzheimer (fonte:
. ... 4 . . .

Alzheimers Association ) e mais de 6 milhdes de pessoas com Parkinson (fonte: World

Parkinson Congresss). Para a doenca de Huntington, a prevaléncia mundial ¢ de 5 a 10
casos por cada 100 mil habitantes [Sharon 2010]. Apesar de, em comparacdo com as
outras doengas, a PAF apresentar menor prevaléncia, esta continua a ser um caso de
estudo interessante pois ainda ndo ¢ possivel explicar totalmente o processo de

desnaturagdo proteica da Transtirretina que leva a formacao da doenca.

3 Informagdes em http://www.paramiloidose.com/portal.html.

4 Informagdes em http://www.alz.org/
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Capitulo 3

Proteinas

A mutagdo genética na Transtirretina que desencadeia a PAF provoca a acumulagdo de
fibras de amiloide da proteina em diversos Orgdos, impedindo o seu normal
funcionamento. Quantos mais depositos, mais estes condicionam o funcionamento do
organismo. Além disto, ¢ sabido que estas fibras de amiloide sdo muito resistentes a
dissolucao e a degradagdo. Neste capitulo, sera feita uma abordagem geral as proteinas e

aos varios conceitos bioldogicos importantes para a compreensao do problema.

Este capitulo estd dividido em 5 secc¢des: na primeira s3o abordados os conceitos base
relativos as proteinas; na segunda ¢ abordado o fendémeno de naturagdo proteica; na
terceira € apresentada a Transtirretina, proteina associada a PAF; na quarta apresenta-se
o conceito de desnaturagdo proteica que estd na origem da doenca; e, por fim, sdo

abordadas as simulagdes de dindmica molecular de desnaturagcdo da Transtirretina.
3.1. Conceitos Base

O organismo humano, tal como o organismo de todos os seres vivos, € composto por
varias substancias distintas. Das substancias mais importantes destacam-se as proteinas
por desempenharem fungdes vitais a varios niveis. Dentro destas fun¢des encontram-se
as estruturais, enzimaticas, hormonais, nutritivas, de defesa e de coagulacao sanguinea,
e de transporte (ver mais informacdes no anexo I - A). O proprio termo Proteina deriva
do grego proteios, que significa “o mais importante”. Segundo [Morrison 1992], esta

designagdo foi atribuida justamente pela elevada importancia das proteinas.



O ciclo de vida de uma proteina envolve varias etapas. No inicio de vida, uma proteina
nao ¢ mais que uma cadeia de aminoacidos (ou cadeia polipeptidica), sendo esta a sua
estrutura primaria. A semelhanga do que é mostrado na Figura 2, um aminoéacido é
constituido por um carbono alfa que estd ligado a um grupo Carboxilico - 4cido
organico COOH, a um grupo Amina - H2N e a um atomo de hidrogénio — H. O carbono
alfa também se liga a uma cadeia lateral - designada por R na imagem - que varia de
aminodcido para aminoacido. Sendo assim, as caracteristicas de cada aminoacido

variam consoante a composi¢do quimica da cadeia lateral. Estas caracteristicas poderdo

ser, por exemplo, propriedades fisicas e quimicas (fonte: Gallant's Biology Stuff6).

Uma cadeia polipeptidica ¢ Unica e especifica para cada proteina e uma alteracdo num
unico aminoacido ¢ suficiente para trazer graves consequéncias. Associadas a PAF,
existem varios tipos de mutagdes que variam de acordo com o aminoacido substituido
na cadeia. Atualmente sdo conhecidas mais de 80 variantes patogénicas da
Transtirretina [Luis 2006]. De todas as mutagdes, segundo [Brito 2003], a mais
amiloidogénica € a Leu55Pro, em que um aminoacido Prolina substitui um aminoécido
Leucina na posicdo 55 da cadeia. A mutagdo mais prevalente ¢ a Val30Met, em que

uma Metionina substitui uma Valina na posicao 30 da cadeia.

Primary protein struclure
is saquenca of a chain of amino acids

NIH?
H—C—=CO0H
| Acidic
5 carbeyl

Fp
Amino Acid

Figura 2 - Representagdo da estrutura primaria de uma proteina.

6 Informagdes em http://kvhs.nbed.nb.ca/gallant/biology/biology.html.
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De modo a que uma proteina possa adquirir a sua funcdo biologica, esta necessita de
adquirir a sua forma tridimensional, sendo esta conseguida através de um processo de

enrolamento, denominado de naturagdo proteica.
3.2. Natura¢ao Proteica

Eventualmente, os aminoacidos de uma cadeia polipeptidica comegam a arranjar-se
espacialmente, criando novas ligagdes com os aminoacidos que se encontram mais

proximos. Os 2 tipos de formas de ligagcdes mais comuns sao as d-hélices e as folhas f.

e a-hélice: ¢ a forma mais comum de estrutura secundaria e caracteriza-se por

uma hélice em espiral estabilizada pelas pontas de hidrogénio.

e folha B: caracteriza-se pela forma de uma folha de papel dobrada em pregas.

Esta estrutura ¢ também estabilizada pelas pontas de hidrogénio.

A Figura 3 (fonte: Gallant's Biology Stuff7) mostra uma representagdo de uma a-hélice e

de uma folha B.

leated sheet 3 o Lo
bR gl ‘;Jc. S e R N
\ NG RO RERT. A
W At Ak Qu o 9
Amino acid o ‘?: - F‘:; B © b 3
subunits Ve ‘?u e R R
B R A R T R SR
¢ WY whpe A wiglc
R B A R
afch @t
0=c” N-H--/0=c" "
i W2 S
|0=C \ /,.0=C, « heli

| % [
| H—:G-H‘l‘!-.c.\n H-C-R H-C-R
[ =H/o- N-H o_¢
—N=losc C=0C

0=C_ N-H---0=C__niy
HOH "SH

Figura 3 - Representagdo de uma a-hélice e de uma folha .

Podera haver também o arranjo espacial global entre aminoacidos que poderdo estar
distantes. Este arranjo da proteina déd origem a dobras da cadeia sobre si mesma, dando

origem a estrutura tercidria. Por Ultimo, algumas proteinas podem ter mais do que uma

7 Informagdes em http://kvhs.nbed.nb.ca/gallant/biology/biology.html.
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cadeia polipeptidica. Nestes casos, as ligagdes entre estas cadeias t€ém a mesma natureza
das que ocorrem na estrutura terciaria, originando a estrutura quaternaria. Como
exemplos de tais proteinas, veja-se os casos da Transtirretina e da Hemoglobina, duas
proteinas com uma estrutura quaterndria por serem constituidas por quatro cadeias

polipeptidicas.

. . . 8
A Figura 4 (fonte: National Human Genome Research Institute ) apresenta um esquema

que representa os 4 niveis possiveis de uma estrutura de uma proteina.

~_ Pleated sheet

Tertiary protein structure

occurs when cartain attrachons ane presant
batwaen alpha helicas and pleated shaats,

Primary protein structure
S sRquence of a chaln o amine aids

g™ Alpha helix

Pleated sheet Alpha helix l

are linked by hydrogen bonds
¥ fydrog Quaternary protein structure

is & profein consisting of more than one

v amino acid chain.

dary protein
‘ occurs when the saquence of amino acids

Figura 4 - Representagdo dos varios niveis de estrutura de uma proteina.

3.3. Transtirretina

A Transtirretina (TRR) ¢ uma proteina libertada quase exclusivamente pelo figado
[Felding 1982], mas produzida também em pequenas quantidades pelos plexos
coroideus do cérebro [Dickson 1985]. Tem como fun¢do ligar-se a algumas hormonas
de modo a transporté-las no sangue pelas artérias e veias e distribui-las pelo organismo
inteiro [Hamilton 1993]. O proprio nome da proteina ¢ uma sigla que deriva da sua
funcdo de transportar as hormonas Tiroxina e o Retindl (Vitamina A) [Richardson

2007].

Para além da PAF, a Transtirretina esta envolvida noutras duas patologias, a Amiloidose
Senil Sistémica (ASS) e a Cardiomiopatia Amiloidotica Familiar (CAP). No caso da
ASS, os depo6sitos de amildide correspondem a Transtirretina no seu estado normal e
afecta cerca de 25% da populagdo acima dos 80 anos, tratando-se de uma doenga com

poucos sintomas [Westermark 1990]. Relativamente a CAF, esta esta maioritariamente

8 ~
Informagdes em http://www.genome.gov/.
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relacionada com uma muta¢do em que uma Isoleucina substitui, na posicdo 122, uma
Valina na cadeia polipeptidica da Transtirretina. Nesta patologia, os depositos de

amildides sdo encontrados principalmente no coracao [Jiang 2001].

A Figura 5 mostra a constituigdo da Transtirretina (fonte: Centro de Estudos em

o A . 9 ;s
Paramiloidose Antonio Rodrigues de Mello') que tem uma estrutura quaternaria -

composta por 4 mondmeros (representados pelas letras A,B,C e D), cada um composto

por 127 aminoécidos [Luis 2006].

Figura 5 - Estrutura da Transtirretina.

A Figura 6 [Rodrigues 2010] representa a estrutura de um mondémero da Transtirretina.

Wild Type

Figura 6 - Representagdo da estrutura de um mondmero da Transtirretina.

9 ~
Informagdes em http://www.ceparm.com/.
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A TRR ¢ uma proteina composta por subunidades idénticas. Cada mondémero ¢
constituido por uma a-hélice e por 2 folhas 3. Cada folha é construida por 4 cadeias 3 e
por sete voltas que interligam as cadeias [ [Brito 2003]. As folhas sdo as DAGH e
CBEF — na Figura 6, as letras de A-H representam cadeias 3. Assim, a maior parte dos

residuos estdo envolvidos em cadeias 3 e poucos na unica a-hélice.
3.3.1.  Organizagdo dos Aminoacidos

Num monémero da variante nativa (ndo mutada) da Transtirretina, denominada de
Wild-Type, € ja conhecida a localizacdo dos aminacidos — designados de residuos —
considerando a sua estrutura secundaria. Em cada mondémero, os residuos estdo
localizados nas cadeias B e na a-hélice, conforme mostra a Tabela 1 [Silva 2007]. Os

residuos que ndo aparecem na tabela ndo estao dispostos em nenhuma destas estruturas.

Saber a localizagdo dos residuos ¢ importante no ambito da ferramenta proposta neste
estudo, pois, tal como sera possivel concluir mais a frente, as localizagdes permitem

partir para estudos sobre o comportamento da proteina.

A Tabela 1 descreve a relagdao entre os diversos residuos constituintes da proteina e a
sua localizacdo face a estrutura secundaria da proteina. Os residuos estdo identificados
pelo seu nimero de ordem da cadeia polipeptidica da estrutura primaria.
Complementarmente, nos Anexos I-B e I-C encontra-se a designagdo de todos os
aminoacidos que constituem a Transtirretina face ao seu nimero de ordem na cadeia

polipeptidica da estrutura primaria.

Localizagao Residuos (representados pela sua ordem na cadeia polipeptidica)

Cadeia B A 12,13, 14,15, 16, 17, 18

Cadeia B B 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36

Cadeia B C 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49
Cadeia § D 54, 55

Cadeia B E 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73

Cadeia B F 91, 92, 93, 94,95, 96, 97

Cadeia B G 104, 105, 106, 108, 109, 110, 111, 112
Cadeia B H 115,116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123
a-hélice 75,76, 717, 78, 79, 80, 81, 82

Volta BC 37, 38, 39

Tabela 1 - Localizagdo dos residuos num monémero da Transtirretina.
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3.4. Desnatura¢ao Proteica

A desnaturacdo proteica ¢ a alteragdo da estrutura tridimensional de uma proteina que
leva a perda da sua funcdo biologica. A desnaturacdo pode, ou ndo, ser reversivel
[Shortle 1996] e pode ser desencadeada de varias formas [Stefani 2004]: variagdes
extremas de temperatura; radiagdes ultravioletas e ionizantes; variacdes de pH;

detergentes; pressdao ou agitagdo; entre outros.

A desnaturacgdo proteica ndo altera a estrutura primaria da proteina em questao, ou seja,
as ligagdes que existem na estrutura primaria continuam sempre a existir depois da
desnaturagdo. Contudo, parte das restantes ligagdes sao perdidas. De forma a clarificar o
significado da desnaturacdo proteica, seguem-se alguns exemplos da ocorréncia

quotidiana deste fendmeno:

e A gelatina ¢ um caso flagrante de desnaturacdo proteica, visto que a gelatina ¢

colagénio desnaturado proveniente de 0ssos, peles e outros tecidos de animais;

e Um ovo, quando cozinhado, provoca o branqueamento e a solidificagcdo da clara
devido a desnaturacdo das proteinas contidas na clara (em particular da

Albumina);

e No fabrico de queijos, a desnaturacdo ¢ provocada no leite de modo a este

coalhar.

Assim, a desnaturacao nem sempre € um processo indesejado. A desnaturacao proteica
pode contribuir para a digestibilidade de algumas proteinas. Para os organismos
animais, quanto mais proxima da estrutura primaria a proteina estiver, mais facil serd a
sua digestao [Sgarbieri 1996]. No caso da PAF, o processo de desnaturagdo que ocorre
na Transtirretina ndo se trata, naturalmente, de um processo desejavel, pois origina a

doenca pela acumulacao de fibras de amiloide.

A Figura 7 [Rodrigues 2010] ¢ uma representagdo do processo de desnaturagao de um
monomero da Transtirretina ao longo de 10 nano segundos de simulagdo. Nesta, ¢
possivel observar a sequéncia de estados de desnaturagdo com as respectivas perdas de

ligagdes.
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Figura 7 - Representagdo do processo de desnaturagdo de um mondmero.

3.5. Simula¢des de Dinamica Molecular

Nas simulagdes de dindmica molecular, o comportamento do sistema molecular ¢ obtido
pela integragdo das equagdes de movimento de Newton e da fun¢do da energia potencial
[Hoing 1999]. O resultado da simulagdo ¢ uma série temporal de conformagdes, ou seja,
revela a trajetoria seguida por cada atomo de acordo com as leis de mecanica classica de
Newton. Desta forma, obtém-se uma trajetoria que descreve as posigoes, velocidades e
aceleracdes dos atomos e a sua variacao ao longo do tempo. As simulagdes de dindmica
molecular para obtencdo dos dados em estudo neste trabalho foram realizadas através do
programa NAMD [Kalé 1999], usando a versdao 27 do campo de forcas CHARMM
[Brooks 1983].

Neste trabalho, cada simulacdo representa 10 nano segundos do processo de
desnaturagdo das variantes da TTR, sendo registados 10000 momentos de observagao
distintos por simulacdo. Em cada momento, mediram-se as distancias relativas minimas
entre os 127 aminoacidos que compdem a proteina em estudo relativamente a todos os
outros num dado mondémero [Wei 2004]. Estas distancias ficam representadas numa

matriz.

Para cada simulacdo havera 10000 matrizes, cada uma destas representa um momento
de observacdo com 127 linhas e 127 colunas. Cada linha e cada coluna representam um
aminoacido e o valor de cada célula indica a distincia minima que um aminoécido tem
relativamente a outro no momento de observagdo correspondente. Os dados das
simulagdes serdo referidos como corridas. As corridas WT2, WT3, WT4, WT5 e WT6
correspondem as simulagdes da variante nativa e as corridas L55P1, L55P2, L55P3,
L55P4 e L55P5 as simulagdes da variante mais amiloidogénica. Cada simulagdo

representa uma série temporal de sequéncias de conformacao de cada variante.
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Todos os aspetos importantes relacionados com as simulagdes de dindmica molecular
estdo relatados em [Brito 2004]. O objetivo deste trabalho ¢, ndo s6 expor todos os
detalhes destas simulacdes, mas também enquadra-las como um desafio de Data
Mining. Este relata também que ndo foi explorada a exaustiva colecdo de todas as
possiveis propriedades relacionadas com as simulagdes € que ainda nao € claro quais as
interacdes fisico-quimicas que tém um papel determinante em cada fase do processo de
desdobramento. Outro aspeto interessante deste trabalho ¢ a ideia que este transmite em
termos de recursos necessarios para fazer as simulagdes. Para um cluster de 36
maquinas Pentium 4, o tempo necessario para obtencao de uma simulagdo ¢ 60 dias. A

trajetoria produzida ocupa 5 GB.

A Figura 8 [Vilaca 2008] apresenta a caracterizacao das séries de dados das simulagdes
de desnaturagdo da Transtirretina ao longo dos 10 nano segundos de simulacdo. Nesta ¢
possivel observar que cada frame — representada numa matriz - corresponde a um estado

de desnaturagdo da proteina ao longo do tempo.

Frame 0 | Ay | Ay | Ady | g | e | Fr ™ | |A..|‘F|
y y T T

* t *
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. aay aay
aay =
—— % Frame2 [ aa, | a3, | aa; | aay | aa5 | aas | — Jamwe|
aay aa, | PP 1 1 1 1 I 1
e E— Frame 3 aay aaz | aaz | aay aas | aag = aa gz
Wy aay
e e T -
—— aas

i| » &

10 ns

Figura 8 - Caracterizag@o das séries de dados.
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Ainda relativamente as simulacdes de dindmica molecular, foi desenvolvido um sistema
de Data Warehousing para correr ¢ armazenar as simulagdes [Berrar 2005]. Foram
integrados também servicos pré-definidos de Data Mining, nomeadamente deteccdo de
padrdes, clustering e classificagdo que trabalham sobre as simula¢des guardadas no
Data Warehouse. Este projecto vem da necessidade de providenciar um repositdrio
publico que possibilite aos investigadores correr, reunir e partilhar os dados das
simulacdes das proteinas, dado o vasto nimero de investigadores que pretendem estudar
as proteinas, o esforco computacional para gerar os dados, os elevados volumes de

dados e os diferentes tipos de andlises que necessitam de realizar.
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Capitulo 4

Estado da Arte

O objetivo deste capitulo ¢ organizar todas as informagdes recolhidas em termos do
estado da arte. Este compreendera todos os trabalhos relevantes feitos até a data em que
tenham sido consideradas as simula¢des de dindmica molecular da Transtirretina,

nomeadamente pela utilizacao de técnicas de Data Mining.

A Figura 9 apresenta um ciclo de estudos do processo de desnaturacdao da Transtirretina.

Derived

Studied System Experimental Data Patterns/Info

feedback from
comparariive analysis

Fier
simulation mine data

From Simulation
(Model)

-« ‘set/control
experimental
conditions

manage anid
share data

compare
interpret.

discover/mine

measure/obtain
properties

(O
conduct
experiment

search / study

mine data

mine / text mine
From Real
Svstem

Public Info
Repository | publish results

Figura 9 - Ciclo de estudos do processo de desnaturagéo da Transtirretina.

Em [Brito 2004], ¢ claro o importante papel do Data Mining na analise de dados
provenientes de simulacdes de dindmica molecular. Tal como € possivel observar na

Figura 9, as técnicas de Data Mining fazem parte de um ciclo em que o seu papel ¢
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derivar padrdes e extrair informacdo de dados provenientes de experiéncias e de
simulacdes de dindmica molecular. Estes resultados sdo depois usados para refinar
novos modelos que conduzirdo a novas simulacdes e a novas experiéncias. O objetivo ¢
que este ciclo termine quando tiverem sido expostas todas as informagdes sobre o

processo de desnaturacdo da Transtirretina.

[Rodrigues 2010] relata uma andlise feita as simulagdes de desnaturagdo proteica da
Transtirretina cujo objectivo € comparar o comportamento da variante nativa e da

Leu55Pro. Esta analise permitiu chegar a diversos resultados, entre estes:

e (Os mondémeros da variante Leu55Pro desnaturam mais cedo e em maior

extensao que na variante nativa;

e A Unica a-hélice presente nos mondomeros da TTR desnatura completamente na

maioria das simulacdes Leu55Pro e mantém-se intacta nas simulagdes nativa;

\

e A variante Leu55Pro forma conformagdes propensas a agregacdo pelo

deslocamento das cadeias C ¢ D;

e A variante Leu55Pro apresenta uma severa perda das ligacdes da cadeia H, o que

provoca a destabilizagdo da folha 3 CBEF;

e A variante nativa forma conformacdes compativeis com a agregacdo apenas
tardiamente nas simulacdes e apenas quando o mondOmero se encontra

extensivamente desdobrado.

Em [Rodrigues 2010] conclui-se que, em comparacdo com a variante nativa, a variante
Leu55Pro apresenta uma maior probabilidade de formar conformagdes transientes

compativeis com a agregacao e formac¢ao de amiloides.

Em [Azevedo 2005] ¢ relatado que, usando de regras de associagdo, ¢ possivel
identificar um grupo bem definido de residuos que tendem a formar um cluster
hidrofoébico aquando do processo de desdobramento da Transtirretina. Como conclusdo
do estudo foram encontrados 28 grupos residuos. Estes conjuntos de residuos tém duas
caracteristicas importantes: 1) nunca se exporem ao solvente; i1) mostrarem uma relagao

espacial constante durante a maior parte do processo de desdobramento.
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Outra utiliza¢do de regras de associacao foi relatada em [Brito 2006]. Neste estudo, as
regras de associacdo extraidas foram divididas em 4 tipos de acordo com as potenciais
interagdes fisico-quimicas mais importantes € de acordo com padrdes de similaridade
em termos de exposi¢do ao solvente. Como resultado, foram identificadas na variante
nativa 98 regras, envolvendo 21 residuos hidrofébicos; e, na variante mais

amiloidogénica, 14 regras, envolvendo 12 residuos hidrofobicos.

[Silva 2007] apresenta um estudo em que, usando clustering hieradrquico, tendo como
medida de similaridade a medida de correlacdo de Pearson, designada por TPCM, foram
expostos certos padrdes importantes e correlagdes entre residuos. A utilizagdo de
clustering hierarquico como uma ferramenta util foi também relatada em [Ferreira
2007], desta vez usando como medida de similaridade a variagdo da superficie
molecular acessivel ao solvente, designada por SASA, para cada aminoacido, de modo a
construir um dendrograma (estrutura usada para avaliar um conjunto de dados). Os
autores provaram que a sua abordagem foi util na caracterizacdo de um sub-cluster e na

descoberta de novas relagdes entre residuos distantes.

Noutro estudo [Ferreira 2006] propos-se um algoritmo de extragdao de padrdes em séries
temporais. Este algoritmo recebe uma amostra representativa da base de dados de
sequéncias temporais comparaveis e encontra padrdes temporais — conhecidos por
motifs. O algoritmo foi desenvolvido para ser usado em dados obtidos de simulagdes de
desnaturagdo proteica. Contudo, este podera ser usado noutros contextos. O algoritmo
foi testado usando dados provenientes de simulagdes de dindmica molecular da
Transtirretina, tendo como objetivo a caracterizagdo de eventos simultaneos deste
processo de desnaturagio. E razoavel concluir que este algoritmo ¢ bastante interessante
e que deve ser tido em conta em problemas de descoberta de padroes em séries

temporais.

Outro algoritmo de extragdo de padrdes em séries temporais — MrMotif — € relatado em
[Castro 2010]. O propdsito deste algoritmo ¢ poder ser usado em diferentes tipos de
estudos em dareas distintas, desde as telecomunicagdes até a medicina. O algoritmo foi
utilizado de modo a extrair os 10 padrdoes mais frequentes das simula¢des de dindmica

molecular da Transtirretina, com o tamanho de 64 pico segundos.

[Fernandes 2008] reporta o uso de duas técnicas da Data Mining para processar 0s

dados provenientes das simulacdes do desdobramento da Transtirretina, nomeadamente
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clustering hierdrquico e regras de associagdo. Esta abordagem passou por dividir o

processo em duas fases:

e Inicialmente os dados foram organizados em 2 parti¢des, uma relacionada com
as simulacdes da variante Wild-Type da Transtirretina e outra relacionada com a

variante mais amiloidogénica (Leu55Pro).

e Em seguida, foi construida uma segunda particdo usando 126 aminodcidos,
excluindo o aminoécido da posi¢do 55 e usando as 10 simulagdes de modo a
organizar todos os aminoacidos (particdo de consenso); depois, o pivot de cada
classe foi usado para procurar eventos relevantes; os 127 aminoacidos foram
usados para procurar por outro evento. No Ultimo passo, foram encontradas
regras de associacdo para cada variante da Transtirretina (Leu55Pro e Wild-

Type) usando os eventos relatados.

Em [Fernandes 2009] ¢ apresentado um método de descoberta de conhecimento das
simulacoes. Este método analisa a variacdo da distancia dos atomos carbono-alfa, dos
127 aminoacidos que compde a TTR, em relacdo ao centro de massa da proteina. Neste
trabalho foram usadas as 10 simulagdes descritas anteriormente, clustering e regras de
associacdo, de forma a caracterizar cada variante da TTR. Os resultados obtidos sdao
uma contribuicdo para a discriminagdo entre as variantes amiloidogénicas e as nao

amiloidogénicas.

Em [Ferreira 2009] ¢ apresentado um método de clustering chamado Trajectoty Spatial
Clustering, cujo objectivo ¢ identificar residuos quem tém uma trajectdria sincronizada
durante o processo de desnaturacdo da TTR. Este método vem no sentido de analisar o
comportamento e as relacdes entre os residuos ao longo de uma simulacdo e tem como
objectivo revelar pistas sobre quais residuos tém um papel crucial no processo de
desdobramento da proteina. O nome do método vem do facto do clustering ser
determinado pela localizagdo espacial do carbono-alfa de cada residuo e ¢ um método
inspirado na técnica Frequent Itemset Mining. Este método provou ser util na

identificacdo de clusters de residuos sincronos.

A GraphBrowser [Vilaga 2008] ¢ uma ferramenta de exploracdo de fragmentos
frequentes que foi desenvolvida especificamente para o caso de estudo das simulagdes

de dindmica molecular da desnaturacdo proteica da Transtirretina. Esta exploragdo ¢
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feita pela visualiza¢do e andlise dos fragmentos frequentes, nomeadamente ao nivel da

sua persisténcia e da relagdo com outros fragmentos.

A GraphBrowser encontra-se bem documentada, permite uma visualizacdo clara dos
fragmentos e permite a aplicacdo filtros, nomeadamente filtrar fragmentos que contém
certos residuos ou com uma dada persisténcia. Contudo, esta apresenta algumas

limitacoes:

e Como se trata de uma ferramenta offline, ndo se encontra ligada a nenhum
repositorio de simulagdes e de fragmentos e portanto ndo permite a partilha de

informagao;

e A ferramenta nao produz nenhum relatdrio, o que seria interessante visto que da

exploracao de um certo fragmento poderiam ser organizados dados sobre este;

e A ferramenta ¢ um pouco lenta mesmo correndo numa maquina com capacidade
de processamento e de memoria elevados, nomeadamente aquando do
carregamento dos ficheiros de fragmentos. Além disto, a ferramenta contém
alguns bugs que dificultam a sua utilizagdo e para além de explorar os

fragmentos através de filtros ndo os trabalha de forma a realizar conhecimento.

Estudar a GraphBrowser levanta questdes acerca das limitagdes deste tipo de
ferramentas e revela aspetos a serem pensados aquando do desenvolvimento de outra
ferramenta com os mesmos objetivos e/ou que utilizem os dados provenientes das

simulacdes de dinamica molecular da desnaturagdo proteica da Transtirretina.
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Capitulo 5

Extracdao de Fragmentos Frequentes

Sendo o objetivo principal da tese o desenvolvimento de uma ferramenta para a
producdo e visualizagdo grafica de sequéncias de sub-moléculas, usou-se Graph Mining
para extrair fragmentos frequentes dos dados provenientes das simulagdes de
desnaturacdo proteica da Transtirretina. Esta técnica ¢ atualmente muito usada em
bioquimica e em bioinformatica envolvendo as mais variadas moléculas, uma vez que
os fragmentos frequentes extraidos possuem informacdo implicita acerca do

comportamento da substincia envolvida.

Tal como ¢ relatado em [Borgelt 2009], o desenvolvimento de um novo fAirmaco podera
levar muitos anos — normalmente entre 10 a 12 anos -, devido as normas de seguranca
envolvidas e aos custos envolvidos na sua investigagdo. Uma forma de diminuir o
tempo de investigacdo € tentar melhorar a descoberta e a otimizacdo da escolha de
substancias candidatas. Para isto, um grande nimero de potenciais moléculas sdo
sujeitas a um determinado teste, como por exemplo, testar se sdo capazes de proteger
uma célula humana contra um determinado virus. O resultado ¢ uma base de dados de
informagdes sobre a atividade de compostos quimicos. As técnicas de Graph Mining
tornam-se essenciais quando o objetivo principal ¢ identificar subestruturas frequentes

em moléculas ativas e infrequentes em moléculas inativas.

No ambito deste estudo, um fragmento € uma parte de um mondémero da Transtirretina
que ¢ constituido por aminoacidos — referidos como residuos — e pelas suas ligagdes —

referidos como contactos. Procurar fragmentos frequentes em moléculas — as proteinas
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sao macromoléculas - pode ser obtido pela procura de subgrafos numa base de dados de
grafos. Os subgrafos ocorrem nessa base de dados com uma certa percentagem minima

(frequéncia) ou com um niimero minimo de ocorréncias (suporte).

Este capitulo esta organizado em cinco secgdes: na primeira sdo apresentadas as razoes
para a modelagdo do problema em grafos e como esta modelacao ¢ feita; na segunda
sec¢ao ¢ apresentada a selecdo do método de extragdo; na terceira sec¢do ¢ apresentada
a transformagdo das matrizes em grafos, preparagao e filtragem dos dados; na quarta ¢
apresentado o processo de extragdo e os fragmentos resultantes; e, por fim, a quinta

seccdo conclui o capitulo.
5.1. Modela¢ao do Problema em Grafos

Um grafo ¢ uma estrutura matematica usada para guardar e representar informagdes
sobre objectos e os seus relacionamentos. Os grafos estdo presentes em varios dominios
e conseguem representar diversos conceitos, problemas e sistemas do mundo real. De
facto, a Teoria de Grafos ¢ aplicada em larga escala nas areas da Informatica, da
Engenharia de Sistemas, da Economia, da Sociologia (por exemplo nas redes sociais),

da Bioquimica, entre outras.

Matematicamente, um grafo G ¢ representado numa estrutura G (V, A4, f) em que V € o
conjunto de vértices, A o conjunto de arestas que une vértices € que conta com uma
funcdo f de mapeamento de arestas em vértices f: A —> V X V. O mapeamento ¢
obtido da seguinte forma: uma aresta a de A tem um relacionamento representado como
f(a) = (v;,vj) em que v; e v; sdo vértices de V. Neste caso, v; € vj como partilham

uma aresta sao chamados de adjacentes.

A Figura 10 apresenta o exemplo de um grafo G com 6 vértices e 6 arestas, que tem um
conjunto de vértices V = {1,2,3,4,5,6}, um conjunto de arestas A = {a,b,c,d,e,f}, ¢
uma fungdo f, tal que f(a)=(1,2), f(b)=(1,5), f(c)=(23),f(d) =
(2,5),f(e) = (34), f(f) = (4.5), f(9) = (4.6).
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Grafo G

Figura 10 - Exemplo de um grafo.

Um grafo podera ser também representado na forma matricial, nomeadamente através
de uma matriz de adjacéncias. Dado um grafo G com n vértices, este podera ser
representado numa matriz n X n. O contetido de cada célula da matriz depende da
defini¢do do préprio grafo: num grafo sem pesos nas arestas, uma célula contém 1, se os
nos correspondestes a célula sdo adjacentes, e 0 no caso contrario; num grafo com peso
nas arestas, o valor das células ¢ o valor do peso das arestas. Caso o grafo seja nao
orientado, a sua matriz de adjacéncia ¢ simétrica. Nos grafos orientados esta
caracteristica ndo se verifica. Continuando com o exemplo da Figura 10, a matriz de

adjacéncia correspondente ao grafo G seria a matriz apresentada na Figura 11.

GrafoG |1 2 3 4 5 6
1 a b
2 c
3 d
4 e f
5
6

Figura 11 - Matriz de adjacéncia.

As simulag¢des de dinamica molecular produzem como resultado matrizes de adjacéncia
em que, para cada instante simulado, cada célula da matriz contém a distancia minima

entre os aminoacidos que compdem a Transtirretina.

Para este estudo, os dados provenientes das simulagdes de dindmica molecular da
desnaturagdo da Transtirretina serdo modelados numa sequéncia de grafos ndo
orientados € sem pesos nas arestas. Basta apenas registar para cada aminoacido da

proteina — ou seja, para cada vértice - a quais € que este se encontra ligado. Sdo também
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grafos simples, na medida que entre dois vértices sO existe no maximo uma aresta, € nao
tém lacos — ndo tem arestas a ligar um vértice a si proprio. Dado que as simulagdes
produzem como resultado matrizes de adjacéncia, a transformacdo destas matrizes em

grafos ¢ feita de forma bastante simples e direta.

Nos estudos de compostos quimicos em que se recorre a Graph Mining ¢ muito comum
modelar-se os grafos também na sua forma canonica [Borgelt 2009]. Esta modelagcao
descreve um grafo como uma palavra que consegue restaurar totalmente a sua estrutura

inicial.
5.2. Escolha do Mc¢todo de Extracdo de Subgrafos

Frequentes

A escolha do método de extragdo de subgrafos frequentes tem de ser ponderada
cuidadosamente devido, principalmente, a dimensdo dos dados provenientes das
simulacdes e a sua consequente exigéncia em termos de computacdo. Dada como
medida de extragdo o suporte minimo — medida mais utilizada em Graph Mining —, sao
extraidos da base de dados subgrafos que respeitem essa medida. Para uma base de

dados D, o suporte Sup de um subgrafo S; € dado por:

e Sup (S,) = numerode grafos de D que contém o subgrafo /

numero total de grafos de D.

Esta medida tem uma propriedade bastante importante: propriedade antimondtona
[Washio 2003], segundo a qual o suporte de um subgrafo ndo pode ser menor do que o

suporte de nenhum dos seus supergrafos.
e G(S))subgrafoG(Sy) » Sup (G(Sx)) < Sup (G(Sy)).

Considerar esta propriedade aquando da extragcdo de subgrafos frequentes permite podar

certos caminhos de procura, reduzindo assim o esfor¢o de computacao associado.

Outra caracteristica importante de um subgrafo extraido ¢ se este € ou ndo fechado. Um
grafo ¢ fechado se ndo existir um supergrafo deste com o mesmo suporte. Considerar
este filtro permite reduzir o nimero de subgrafos extraidos e, além disso, faz com que

sejam descartados subgrafos com informacao redundante face a outros.
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O método de extracao de fragmentos tera que cumprir os seguintes requisitos:

e Suportar as elevadas dimensdes dos dados das simulagdes — € necessario
garantir que todos os 10000 momentos de observagao poderdo ser usados para

extrair fragmentos;

e Executar em tempo util, permitindo trabalhar com niveis de suportes
interessantes — nao ¢ desejado que apenas seja possivel extrair fragmentos a
altas frequéncias pois poderdo haver fragmentos interessantes presentes a

frequéncias mais baixas;

e Permitir a alteragdo de parametros interessantes como o tamanho minimo dos
fragmentos extraidos, de forma a reduzir o nimero de fragmentos extraidos.
Torna-se interessante eliminar os fragmentos cujo tamanho, medido em niimero

de contactos, € baixo;

e De preferéncia permitir filtrar fragmentos fechados e podar considerando a

propriedade antimondtona pelas razdes anteriormente apresentadas;

e Ter documentagdo associada ou o cddigo disponivel de modo a facilitar a sua

utilizagao.

A melhor forma de escolher um algoritmo de extragdao de subgrafos frequentes ¢ testar
varios algoritmos para a base dados em estudo. De facto, os autores deste tipo de
algoritmos, para provar a eficiéncia de um algoritmo, apresentam benchmarks. Os
benchmarks demostram que, para certas bases de dados, os resultados obtidos pelo

algoritmo proposto sao os melhores.
5.2.1.  ParMol

O ParMol [Meinl 2006] ¢ uma biblioteca onde estdo implementados quatro dos mais
populares  algoritmos de  extracio de subgrafos  frequentes:  Gaston
(GrAph/Sequence/Tree extractiON) [Nijssen 2004a] [Nijssen 2004b], GSpan (Graph—
Based Substructure Pattern Mining) [Yan 2002], MoFa (Molecule Fragment Miner)
[Borgelt 2002] e FFSM (Fast Frequent Subgraph Mining) [Huan 2003].
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O projeto ParMol foi iniciado em 2004 e teve como objetivo inicial a implementacdo e a
comparacao dos 4 graph miners mais conhecidos ao nivel do tempo de processamento e
de memoria consumida. O ParMol usa a mesma estrutura computacional de forma a

garantir uma comparagao justa entre miners.

Os algoritmos de Graph Mining recorrem normalmente a construcdo de um reticulado
em que este ¢ percorrido em profundidade, ou em largura. As ocorréncias de um
subgrafo num grafo sdo guardadas numa lista de ocorréncias. Outros algoritmos como,
por exemplo, o FFSM trabalham com matrizes de adjacéncia e fazem testes de
isomorfismo de grafos, guardando os resultados em lista de embeedings. Estes testes de
isomorfismo sd3o normalmente feitos considerando uma ordem lexicografica entre os

nds de um grafo de modo a evitar duplicados.

O ParMol ¢ uma biblioteca bem documentada, o codigo esta disponivel sob a GNU
General Public License (GPL) e tem a possibilidade de alteragdo de varios parametros
inerentes a execucao dos algoritmos. Estes parametros sao o tamanho maximo ¢ minimo
dos fragmentos extraidos, a frequéncia minima e maxima dos fragmentos extraidos ¢ a
possibilidade de podar fragmentos considerando a propriedade antimonotona. Para
alguns algoritmos (gSpan e MoFa) permite ainda extrair apenas os fragmentos fechados.
Outra caracteristica muitissimo importante do ParMol ¢ o facto de permitir

multithreading.

A Figura 12 [Meinl 2006] apresenta dois graficos que, para cada algoritmo que compde
o ParMol, apresenta a variagdo do suporte minimo face ao tempo de processamento € a
variacao do suporte minimo face a memoria exigida. Os dados foram verificados pelos
autores da biblioteca, utilizando uma plataforma computacional composta por
processador Dual Itantum 2 PC a 1.3 GHz, 10GB de RAM e espaco de memoria
reservado de 8GB. A série estudada ¢ composta por 42689 grafos com 27 arestas cada

(em média).
Pela analise da Figura 12 pode-se verificar que, para a série estudada:

e O algoritmo mais rdpido ¢ o Gaston, sendo também o que mais consome

memoria;
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¢ Quando o suporte minimo baixa, para o0 MoFa, o tempo de computacao aumenta
quase exponencialmente, sendo que os restantes mantém-se com um tempo

praticamente constante;

e Em termos de memoria, o gSpan apresenta melhores resultados, seguido do

MoFa.
HIV(42689 graphs) HIV(42689 graphs)
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Figura 12 - Variagdo do suporte minimo face ao tempo de processamento ¢ memoria dos varios
algoritmos do ParMol.

Os valores apresentados foram calculados tendo em conta sempre a mesma base de
dados. Contudo, o desempenho dos algoritmos poderd ser afetada por outros fatores
para além do suporte minimo. Um destes factores ¢ o nimero de nds e de arestas da
série. Outro estudo [Worlein 2005], em que participaram parte dos autores do ParMol,

resulta nas seguintes conclusdes:

e Relativamente ao numero de grafos da base de dados, estes tendem a aumentar,
de forma linear, o tempo de computagdo. No caso do MoFa, o tempo aumenta

num fator mais elevado do que os restantes;

e Em termos do numero de arestas, para todos os algoritmos, com excecdo do
MoFa, o tempo de computagdo aumenta ligeiramente face ao aumento de
arestas. Para o MoFa, o tempo de computagdo aumenta de forma proporcional

com um fator elevado.

Estes dados encontram-se nas Figura 13 e Figura 14. A Figura 13 apresenta um grafico
que mostra, para cada algoritmo do ParMol, a variagdo do tempo de execucdo face ao
nimero de grafos e a Figura 14 um grafico com a variacdo do tempo de execugdo face a

densidade de arestas.
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Figura 13 - Variagdo do tempo de execucdo face ao numero de grafos.
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Figura 14 - Variagdo do tempo de processamento por fragmento face a densidade de arestas.

Usando a biblioteca ParMol, foi feito um estudo [Vilaga 2008] comparando os 4
algoritmos, usando os dados extraidos das simula¢des de dindmica molecular da
Transtirretina anteriormente descritas. Como resultado do estudo, observa-se que o
melhor desempenho ¢ registado pelo Gaston, apesar de necessitar de mais memoria,
logo seguido do MoFa e, por ltimo, o GSpan (embora este seja 0 menos exigente em
requisitos de memoéria). E possivel concluir que os requisitos das séries de dados da
Transtirretina, principalmente no que toca ao nimero de contactos, sdo mais exigentes
do que as séries em [Worlein 2005]. Isto deve-se a apesar de esta ser mais extensa em
numero de grafos (42 689 grafos), em contrapartida, a média do numero de arestas ¢
claramente menor (27) do que o niumero de arestas das simulagdes da Transtirretina

(entre 163 e 197 arestas).
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5.2.2.  GraphSig

GraphSig [Ranu 2005] ¢ uma abordagem que propde reduzir o tempo de computagdo
inerente ao processo de extracdo de subgrafos frequentes em grandes volumes de dados.
Para obter este resultado, a estratégia passa por analisar os dados ndo apenas pelo seu

suporte mas também pela sua significancia estatistica.

A Figura 15 apresenta uma esquematizagdo da abordagem GraphSig.

slide
Window

== :
Passo 1 v Feature Vectors
Graph DB |--------------=----3

User defined frequency
and p-value thresheld

Passo 2
J
Passo 3
e e Significant and frequent
sub-feature vectors
regions
Passo 4

[High frequency threshold ]

Frequent
sub-graph

mining

Figura 15 - Abordagem GraphSig.

A abordagem GraphSig segue os seguintes passos:

1) Inicialmente sdao derivados vetores de features da base de dados de grafos: dada
uma base de dados de grafos G, para cada n6 de cada grafo g € G havera um

vetor de features que o representa;

2) As features sdo agrupadas em conjuntos conforme o né em que derivaram. A
Figura 16 apresenta os vetores obtidos para quatro grafos G1,G2,G3 e G4 para o

nod a.

32



Yertor a-b a-d | a-= | a-f | b b-d | ¢-= | of | d-F

&y 2 0 3 0 1 1 0 0 0

P 4 0 0 0 2 1 0 0 1

(P 3 0 0 0 1 2 1 1 0

Xy 0 3 0 3 0 0 0 0 2

0 (c)

-6 @@ oL ©

g e Q @@ 7w @ o
(9 ©)
G, G, Ga G,

Figura 16 - Exemplo dos vetores obtidos para o n6 do tipo a dos grafos G1-G4.

Em seguida, dentro de cada conjunto de features sao identificados os vetores de
sub-features techados. Um vetor de sub-features ¢ identificado pela presenga de
um conjunto de features sem valores nulos. Estes vetores sdo fechados pois nao
ha nenhum vetor super-feature com um suporte igual ao deste. A Figura 17

apresenta um exemplo de um vetor de sub-features fechado.

Veetor [ ab [ ad | a2 | af [ b [ bd | ¢-= | of | d-f
i 3 0 3 W] 1 1 ] ] ]
P 4 0 ] 0 2 1 ] 1] 1
LS 3 0 0 0 1 2 1 1 0
g ] 3 0 3 1] ] ] 1] 2

()
D

(@b

Figura 17 - Exemplo de um vetor de sub-features fechado.

Dentro de cada conjunto, sdo eliminados os vetores de sub-features que nao

respeitem os valores de p-value e de frequéncia dentro de cada conjunto;

3) Para cada um dos vetores de sub-features fechados que foram encontrados no
passo anterior, ¢ formado um grupo com os grafos da base de dados original que

o contém;

4) Por fim, dentro de cada grupo de vetores, sdo entdo extraidos os subgrafos

frequentes com um threshold alto.

A implementacao desta abordagem encontra-se disponivel para uso académico. Porém a

documentagdo associada ¢ insuficiente e o cddigo também ndo estd disponivel. Nao
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existem assim garantias quanta a correcao desta implementacdo. Além disto, o formato
de input desta implementagdo requer que, para este caso de estudo em particular, o input
tenha 7GB de tamanho por corrida — enquanto no ParMol o tamanho maximo
encontrado num ficheiro de input sao 12MB. Este tamanho deve-se ao facto de ser
necessario associar a todos os grafos uma lista de identificacdo dos seus vértices. Esta
identifica¢do acaba por ser redundante, pois, para este caso de estudo, esta identificagao
¢ sempre a mesma, dado que se trata sempre da mesma molécula apenas com novas
ligacdes criadas e/ou desfeitas. Adicionalmente, o output produzido ndo contém a lista
de persisténcia dos fragmentos obtidos e ndo ha estudos sobre o seu desempenho em

termos de tempo de processamento e de memoria.
5.2.3.  Outros métodos

Existem outros métodos de extracdo de subgrafos frequentes. No entanto, os métodos
mais utilizados e, portanto, mais explorados e documentados ja se encontram
implementados no ParMol. O GraphSig ¢ o unico método alternativo que considera a
significancia dos subgrafos frequentes extraidos e cuja implementagdo esta disponivel.

Assim ndo se torna necessario considerar outras alternativas.
5.2.4. Conclusao

Dadas as limitagdes existentes em termos de documentacgdo, pelo output ndo produzir
uma lista de persisténcia, e por ndo haver estudos sobre o desempenho ou corre¢ao da
implementagdo, o GraphSig ndo serd considerado como opg¢do para a extracdo de
subgrafos frequentes. No entanto, ¢ de realgar a sua abordagem, uma vez que poda os
fragmentos obtidos pela sua significancia estatistica, e, por esta razdo, os fragmentos

obtidos sdo mais interessantes.

A escolha recai entdo sobre o ParMol. Trata-se de uma biblioteca bem documentada, o
codigo esta disponivel sob a GPL e tem a possibilidade de alteragdo de varios
parametros inerentes a execugao dos algoritmos. Uma caracteristica fulcral do ParMol ¢
o facto de esta permitir multithreading e, portanto, tirar partido da maquina disponivel,
uma vez que a extracao de fragmentos frequentes em grandes volumes de dados podera
ser um processo custoso em termos de processamento € memoria. Como em [Vilaga
2008], o Gaston foi o algoritmo que apresentou melhor desempenho, este € o algoritmo

escolhido para a extracdo de subgrafos frequentes.
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Para o presente estudo, dentro dos algoritmos que compde o ParMol, a estratégia
utilizada pelo Gaston para extrair fragmentos frequentes face aos outros algoritmos nao
¢ por si so relevante. O que realmente € pertinente € o seu desempenho em termos de
tempo de processamento e de memoria exigida. Contudo, a préxima sec¢do apresenta

uma abordagem geral a este algoritmo.

5.3. Gaston

A procura de fragmentos frequentes compreende a construgdo e exploracdo de um
reticulado do espaco de procura. Todos os algoritmos disponiveis na biblioteca ParMol
fazem a travessia do espago Depth First. Isto ¢, primeiro em profundidade e s6 depois
em largura. Este tipo de procura tem como vantagem consumir menos memoria pois o
numero de lista de aparéncias que precisa guardar ¢ proporcional a profundidade do
reticulado (isto €, ao tamanho do maior grafo) [Worlein 2005]. A Figura 18 [Meinl
2006] apresenta um exemplo de um reticulado de procura para uma base de dados com
dois grafos. Em cada nivel, ¢ acrescentada uma nova ligacdo a um subgrafo, partindo

assim de um subgrafo vazio a base de dados.

Figura 18 - Exemplo de um reticulado.

O Gaston tira partido da propriedade antimondtona. Ou seja, o reticulado pode ser

podado pela frequéncia, pois se um fragmento € infrequente, um superfragmento deste
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também o ¢. Em termos de fragmentos fechados, no ParMol, a extracdo considerando

apenas estes fragmentos s € possivel para os algoritmos gSpan e MoFa.

O algoritmo Gaston divide o seu processamento em 3 etapas em que primeiro considera
os caminhos simples, depois as arvores sem ciclos e, por fim, os subgrafos ciclicos
[Nijssen 2004b]. Esta estratégia promete extrair subgrafos de forma mais eficiente pois
normalmente muitos dos subgrafos ciclicos sdo podados por serem supergrafos
infrequentes [Meinl 2006]. A Figura 19 apresenta esta divisdo em 3 etapas: por

caminhos (Paths), por arvores sem ciclos (Free Trees) e por subgrafos ciclicos (Cyclic

graphs).

Paths

Free Trees

Figura 19 - Etapas do algoritmo Gaston.

Este algoritmo conta também com lista de embeddings para cada fragmento. Um

embedding ¢ um mapeamento entre os nos e as arestas de um fragmento € os nos e
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arestas de um grafo em que o fragmento ocorra [Meinl 2006]. A utilizagdo destas listas
¢ bastante importante, dado que permite calcular a frequéncia de um fragmento
contando apenas as ocorréncias do isomorfismo na lista de embeddings. Da mesma
forma, também ¢ possivel encontrar todas as extensdes de fragmentos, procurando
novos isomorfismos apenas na vizinhanga dos isomorfismos do grafo-semente. Esta
caracteristica melhora consideravelmente o desempenho em bases de dados de grafos

extensas, mas apresenta a desvantagem de maiores requisitos de memoria [Meinl 2006].

5.4. Transformac¢ao das Matrizes em Grafos, e Preparacao

e Filtragem dos Dados

As matrizes de adjacéncia associadas as simulag¢des foram tratadas de forma a poderem
ser lidas como input do ParMol. Para executar esta transformagao foi desenvolvido um

parser que conta com os seguintes filtros:

e (Considerar ou ndo os contactos nativos. Os contactos nativos sdo aqueles que
estdo presentes no inicio do processo de desnaturagdo, i.e., sdo aqueles contactos
que aparecem na primeira frame das simulagdes. Os contactos ndo nativos sao

todos os restantes.

Na transformagdo, para cada simulacdo serdo considerados os dois tipos de

input: incluindo contactos nativos e apenas com contactos ndo nativos;

e Filtrar os contactos entre pares de residuos cuja distancia entre este ¢ inferior ou

igual a um certo valor. Este valor ¢ um parametro do parser.

Na transformacdo sdo apenas considerados os contactos entre residuos cuja
distncia entre estes é inferior ou igual a 4.2 A (Angstrdm), pois é esta a
distancia minima necessaria para se poder considerar que dois residuos estdo em

contacto [Hubbard 1993];

e Filtrar os contactos entre pares de residuos cujo numero de ordem na cadeia
polipeptidica dista pelo menos um certo valor. Este valor ¢ um parametro do

parser.

Na transformagdo, serdo desconsiderados os contactos entre pares de residuos

(1,j) com j < 1+3 pois interagem como resultado da ligacio da cadeia
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polipeptidica [Shmygelska 2005]. Assim, apenas serdao considerados os
contactos cujo numero de ordem na cadeia polipeptidica dista de, pelo menos, 4

posigoes;

e Filtrar os contactos a partir de um ficheiro.
Na transformacgao nao foi utilizada esta opg¢ao;

e (Considerar apenas um determinado intervalo de frames.
Na transformacao nao foi utilizada esta opcao.

O parser demora cerca de 18 segundos a correr numa plataforma computacional Quad-
Core 15-460M, com velocidade de processamento de 2.53 GHZ com Turbo Boost até
2,80GHZ ¢ 4 GB de memoéria RAM. O parser gera um ficheiro de integracdo no
ParMol de uma dimensdo bastante reduzida — em média, 5 MB nao considerando os

contactos nativos € 11.2 MB considerando os contactos nativos.

Para outros estudos, o parser pode ser utilizado com parametros diferentes.

5.5. Execugdo do ParMol e Organizacao dos Fragmentos

Obtidos

De forma semelhante ao que aconteceu em [Vilaga 08], extraiu-se fragmentos das
corridas usando o algoritmo Gaston. Esta execu¢do ocorreu numa plataforma
computacional Quad-Core 15-460M, com velocidade de processamento de 2.53 GHZ
com Turbo Boost até 2,80GHZ e 4 GB de memoéria RAM usando os seguintes

parametros:
e Tamanho maximo dos fragmentos: 50 contactos;
e Tamanho minimo dos fragmentos: 3 contactos;
e Frequéncia minima: 70%;
e Frequéncia maxima: 100%;

e Me¢étodo de serializacao dos fragmentos: DotGraphParser;
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Os dados relativos a estas extracdes estdo organizados na Tabela 2 que relaciona cada
corrida face ao tempo de computagdo, ao nimero de fragmentos extraidos e ao tamanho

maximo dos fragmentos extraidos.

Tempo de Numero de Tamanho méaximo dos
Corrida computacao fragmentos fragmentos extraidos
(em segundos) extraidos (em numero de arestas)
L55P1 6 4 4
L55P2 8 55 6
L55P3 900 56554 17
L55P4 105 3913 14
L55P5 41 1990 13
WT2 73 4717 13
WT3 4089 61047 19
WT4 236 17958 14
WT5 248 15820 16
WT6 68 4308 11

Tabela 2 - Tabela comparativa de tempos de computacdo de cada corrida, considerando
contactos nativos, face ao nimero de fragmentos extraidos e o tamanho maximo destes, usando
o algoritmo Gaston, com frequéncia minima igual a 70%.

Analisando os dados da Tabela 2, ¢ significativa a diferenga entre o numero de
fragmentos extraidos em cada corrida e o seu tamanho. Por exemplo, na corrida L55P1
foram extraidos apenas 4 fragmentos, enquanto na WT3 foram extraidos 61047
fragmentos. Em termos de tamanho, na corrida L55P1, o tamanho maximo dos

fragmentos encontrados ¢ 4 arestas, enquanto na corrida WT3 ¢ 19 arestas.

Apds uma analise mais detalhadas aos fragmentos extraidos, tiraram-se as seguintes

conclusoes:

1. Os fragmentos poderiam ser organizados em grupos de acordo com a zona da

proteina em que se encontram;

2. Nao ¢ necessario extrair fragmentos com um numero de contactos baixo ja que

estes sdo sempre subfragmentos de outros extraidos. O nimero de fragmentos
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com estas caracteristicas ¢ muito elevado, representando as vezes mais do que

90% dos fragmentos extraidos.

As conclusdes obtidas permitem partir para uma metodologia de organizagdo de
fragmentos com o intuito de elevar a qualidade da informacdo extraida. Esta
organizacao passa por agrupar os fragmentos conforme a zona da proteina em que se
encontram (1) e retirar os fragmentos de menor dimensao que sao subgrafos de outros ja
extraidos (2). Em cada grupo, ¢ sabido a que zonas da proteina pertencem e que o
tamanho destes varia no maximo em 4 contactos. Esta divisdo dos fragmentos extraidos
em grupos levou ao desenvolvimento de uma outra pequena aplicagdo de forma a filtrar

e dividir os fragmentos extraidos.

No anexo II encontra-se uma tabela que relaciona os grupos de fragmentos face ao
nimero de fragmentos presentes, ao tamanho maximo e minimo encontrado (calculado
em numero de arestas) e a frequéncia média. Os dados presentes na tabela mostram que
o numero de fragmentos disponiveis diminui razoavelmente. As Figura 20 e 21 mostram
a localizagdao dos grupos de fragmentos em cada mondémero da Transtirretina em que €

considerada a localizacdo face a estrutura secundaria da proteina.

Grupc2 - IR
Gupo3- HEE
Grupo 4 - 0
Grupo 5 - B

Figura 20 - Organizagdo dos grupos de fragmentos extraidos das cadeias C,B,E ¢ F.
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Grupe & - [
Grupo 7 - [l 0
Grupc & -l
Grupo 9 - | 1 0

Figura 21 - Organizagdo dos grupos de fragmentos extraidos das cadeias D, A, G ¢ H.

De forma a cobrir fragmentos que s6 ocorrem a baixa frequéncia, foram extraidos mais
fragmentos, desta vez usando como frequéncia minima 25% e maxima 50%. Foram
usadas as corridas que ndao consideram os contactos nativos pois sdo as Unicas que

permitem esta computacao. Esta extragdo considerou os seguintes parametros:
e Tamanho maximo dos fragmentos: 20 contactos;
e Tamanho minimo dos fragmentos: 2 contactos;
e Frequéncia minima: 25%;
e Frequéncia maxima: 50%;
e M¢todo de serializacao dos fragmentos: DotGraphParser.

Os dados relativos a estas extracdes estdo organizados na Tabela 3 que relaciona cada
corrida face ao tempo de computacdo, ao nimero de fragmentos extraidos e ao tamanho

maximo dos fragmentos extraidos.

Tal como ¢ possivel observar na Tabela 3, a extragdo destes fragmentos ndo nativos €
uma computacdo bastante rapida, cujo nimero de fragmentos obtidos ¢
significativamente menor do que resultantes a altas frequéncias. Isto deve-se ao facto
das corridas sem os contactos nativos apresentarem uma dimensdo mais reduzida. Ao

contrario dos fragmentos extraidos a alta frequéncia, estes ndo serdo divididos em
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grupos, pois em cada corrida o nimero de fragmentos extraidos ¢ baixo, o que por si SO

jé facilita a escolha e posterior utilizagdo dos fragmentos.

Tempo de Tamanho méaximo dos
Numero de
Corrida computacao fragmentos extraidos
fragmentos extraidos

(em segundos) (em numero de arestas)
L55P1 8 14 3
L55P2 5 13 3
L55P3 6 142 5
L55P4 5 59 7
L55P5 6 118 6
WT2 4 4 2
WT3 6 27 4
WT4 5 59 3
WT5 4 4 2
WT6 4 21 3

Tabela 3 - Tabela comparativa de tempos de computacdo de cada corrida, ndo considerando
contactos nativos, face ao nimero de fragmentos extraidos e o tamanho maximo destes, usando
o algoritmo Gaston, com frequéncia entre 25% e 50%.

5.6. Conclusao

A transformagdo dos dados provenientes das simulacdes da Transtirretina em grafos ¢
um passo crucial para o desenvolvimento de uma ferramenta que contempla a produgao
e visualizagdo grafica de caminhos tracados a partir de fragmentos frequentes do
processo de desdobramento da Transtirretina. A escolha do ParMol, e mais
especificamente do algoritmo Gaston, para extracdo dos fragmentos, pelos motivos
anteriormente referidos, revela-se a acertada pois a extracdo tornou-se num processo

simples e relativamente rapido.

Dentro dos fragmentos extraidos a altas frequéncias, analisando a lista de persisténcia
de qualquer um dos fragmentos, ¢ possivel observar que estes tém uma presenca
bastante oscilante. Estes desaparecem e aparecem nas frames muitas vezes ao longo da
simulacdo em que, basicamente, o fragmento nunca se desfaz completamente. Este vai
perdendo e ganhando um pequeno numero de ligacdes dentro do seu ntcleo de residuos,

permanecendo presente até ao fim da corrida. No caso dos fragmentos extraidos a
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baixas frequéncias, estes tendem a nao oscilar muito em termos de persisténcia. Ou seja,

quando aparecem na corrida sdo persistentes até desaparecem totalmente.

Uma vez que se encontra documentada ndo s6 a localizagdo de cada grupo de
fragmentos na estrutura da proteina, mas também as suas dimensdes e frequéncias
médias esperadas dentro de cada grupo para cada corrida, torna-se uma interessante

vantagem a organizac¢ao de fragmentos por grupos.

Neste ponto, conhecidos ja os fragmentos extraidos das simulagdes, ¢ possivel partir

para a definicdo de caminhos.
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Capitulo 6

Caminhos

4

E interessante saber o que acontece a um fragmento em todos os momentos de
observagdo, ou seja, como este evolui ao longo do tempo. Esta evolucdo podera
acontecer por acrescento de contactos (e também de residuos) e/ou por perda de
contactos (e também de residuos). A trajetoria de evolugdo de um fragmento ao longo

do tempo sera referida como caminho.

Os caminhos poderao ser tracados tendo em conta varias restricoes. Estas restrigdes sao
relativas a forma como o fragmento evolui, mais concretamente, em termos dos residuos
que poderado ser usados para expandir o fragmento. As restricdes poderdo ser feitas pelo
fornecimento de uma lista de residuos ou de um fragmento final. Outro conceito
importante relacionado com os caminhos ¢ o de caminho de fragmentacdo. Este tem
como objetivo mostrar como um dado fragmento ndo nativo se fragmentou. Ou seja,
como este aparece na corrida desde a sua primeira ocorréncia — primeira frame em que
este surge — até & primeira frame da corrida. E, portanto, construido de forma

temporalmente invertida.

Este capitulo introduz o conceito de caminho e as suas possiveis variantes e
caracteristicas. Todos os pressupostos sobre o que ¢, ou ndo, interessante na perspectiva

bioquimica no tracar de caminhos e os conceitos assentes neste capitulo foram

. . . . ~ . . 10 NPT
discutidos com a equipa que forneceu as simulagdes — Rui M. M. Brito = e Candida G.

10 Pagina: http://www.uc.pt/fctuc/dquimica/rbritolab/members/rmb/ .
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Silva11 —, estando, consequentemente, em concordancia com a visao € com 0s objetivos
dos utilizadores. O capitulo divide-se em cinco sec¢des: na primeira seccao ¢ feita a
defini¢do do caminho e dos conceitos relacionados; na segunda sec¢do ¢ abordada a
estratégia de tracar de caminhos, que passa por recursivamente expandir um fragmento
respeitando certas regras; na 3 € abordada uma variante dos caminhos: o caminho de
fragmentacao, de modo a esclarecer como um dado fragmento aparece na corrida; a
seccdao 4 apresenta os algoritmos de produgdo de caminhos; e, por fim, a sec¢do 5

conclui o capitulo.
6.1. Definicao de Caminho

Um caminho ¢€ especificado por uma quintupla (F, E, s, t,0), onde:
e [ ¢ um fragmento;

e E ¢ o conjunto finito e ordenado de estados do caminho. Cada estado ¢
especificado por um conjunto finito de contactos C = {c,..., ¢, }. Cada contacto

c € C refere-se a ligacdo entre dois residuos;

Cada caminho de um fragmento ¢ formado por estados que refletem a conjuntura
do fragmento num certo instante. Cada estado poderia at¢ mesmo corresponder a
um momento de observagado, todavia isso levaria a uma granularidade muito fina
e o caminho tornar-se-ia numa estrutura de dificil analise dado o elevado numero
de estados em cada caminho e dado também o niimero de caminhos que geraria.
O objetivo ¢ tornar um caminho numa fonte de informacdo direta para o
utilizador. De facto, como de uma frame para a outra, o numero de contactos
ganhos e perdidos ¢ muito elevado, visto que um contacto ¢ desfeito e refeito
varias vezes numa corrida, ¢ interessante tirar partido de estados espagados em

numeros de frames;
e s ¢ 0 tamanho de salto entre estados.

Um estado podera ndo corresponder a um momento de observagdo, havendo ao
invés saltos de evolucao entre estados. O valor dos saltos depende de varios

fatores: por exemplo, se forem considerados todos os 10000 momentos de

1 Pagina: http://www.uc.pt/fctuc/dquimica/rbritolab/members/csilva/ .
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observagao, o salto entre estados tem de ser elevado, por forma a ser possivel
uma analise global dos caminhos. Contudo, ap6s uma analise global de varios
caminhos, ¢ expectavel que um deles seja escolhido de modo a observé-lo de
forma mais detalhada numa determinada parte da corrida. Ao reduzir-se o
tamanho da observacdo pode ser desejavel diminuir também o tamanho dos

saltos;
e t ¢ o0 valor de threshold entre estados.

Para que o fragmento que representa um estado seja o mais correto, no sentido
de ser o que representa melhor a evolugdo do fragmento no intervalo entre
estados, havera o conceito de threshold associado a um caminho. O threshold
tem um efeito de smoothing sobre os fragmentos iniciais para dar origem aos
fragmentos do caminho. Este pardmetro terd a percentagem de vezes que um

contacto tera de existir entre dois estados, da seguinte forma:

e Dados dois estados e; ee;yq, em que e; ¢ o estado imediatamente
anterior a e;, ¢, € um valor de threshold t, tem-se que t ¢ a percentagem
de vezes que um dado contacto tera que aparecer entre os estados

e; e e;;1, de modo a ser considerado um contacto de e; ;.

Por indicagao, este valor idealmente rondara os 70-80%. Porém, tal como o valor

do salto, este sera fornecido aquando da produgao dos caminhos pelo utilizador;

e 0 ¢ o tamanho de observagao do caminho.

J4

Um caminho ¢ sempre tracado para uma determinada janela de frames. No

limite, podera ser tracado para a totalidade da corrida.
6.2. Estratégia para Tracar Caminhos

Uma estratégia para tragar os varios caminhos de um fragmento poderia passar por
formar um caminho por cada nova ligagdo para o fragmento. Cada ligagdo nova geraria
assim um novo caminho, € o processo repetir-se-ia recursivamente. Contudo, esta
estratégia traz problemas ao nivel do nimero de caminhos gerados dado ao elevado
numero de novos contactos ganhos de um estado para outro. Este elevado nimero de

caminhos ¢ indesejado, uma vez que, na pratica, ¢ desmotivante analisar um volume tao
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expressivo de caminhos. O objetivo € que estes sejam analisaveis apenas pela sua

observagdo sem recurso a outra ferramenta.

De modo a resolver o problema inerente ao elevado nimero de caminhos, uma nova

abordagem teria a seguinte variante: em vez de ser considerado um novo caminho por

cada nova ligacdo, serd explorado um novo caminho para cada conjunto de novas

ligacdes formadas para cada residuo. Eventualmente sera considerado o conjunto de

residuos associados a cada conjunto de ligagdes. A reducdo de nimero de caminhos

pelo agrupamento das expansdes por residuo faz com que a granularidade de cada

caminho seja menos fina. No entanto, ndo ha perda de informacao.

O tragar de caminhos respeita as seguintes regras:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Dado um fragmento, o primeiro estado correspondera ao proprio fragmento. Os
caminhos podem serem tragados até ao final da corrida mesmo que o fragmento
j& se tenha extinguido — considera-se que um fragmento se extingue

imediatamente ap0s a frame em que aparece pela tltima vez;

Dado um caminho, para cada novo estado haverd um conjunto de residuos que

expandem R = [ry, ..., 7,]. O caminho sera ramificado para cada residuo r € R;

Em continuacdo da regra 2, cada uma das ramificagdes de um caminho nao

podera mais expandir pelos restantes residuos de R;

Um caminho ¢ tem sempre uma lista de residuos R’ = [r'4, ..., r",] pelos quais

ndo pode expandir. Os caminhos que surgirem da ramificacdo de ¢ herdam R’;

Um fragmento podera perder ligagdes com residuos que ndo pertencem ao
fragmento inicial. Porém, caso se trate de um residuo do fragmento inicial, é

ramificado um novo caminho contemplando esse residuo que se desligou;

As expansoes poderdo ser restringidas por um conjunto de residuos ou por um
fragmento final. Estas restricdes limitam o espectro de residuos a serem usados

para expandir um fragmento;

A Figura 22 apresenta 3 momentos de observagdo de um fragmento em que cada

residuo estd representado por uma letra. Este exemplo ¢ apenas tedrico e tem como

proposito servir de base para o estudo dos caminhos.
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Figura 22 - 3 momentos de observacdo de um fragmento.

A Figura 23 mostra 3 caminhos gerados para os 3 momentos de observacao ilustrados

na Figura 22 com um tamanho de salto igual a uma frame (neste caso justifica-se um

tamanho tdo baixo dado o reduzido tamanho da amostra). Os 3 caminhos foram

produzidos usando as regras atras definidas. Assim:

No primeiro estado, para qualquer caminho, o fragmento correspondente ¢ o

fragmento inicial (pela regra 1);

Para o segundo estado, como no segundo momento de observacao os residuos A
e B ganharam novas ligacdes, entdo serdo ramificados dois caminhos: um para

cada conjunto de ligagdes ganhos residuos (pela regra 2);

No segundo estado do primeiro caminho nao foi considerada a nova ligacao do
residuo B com o F, bem como no segundo caminho ndo foi considerada a
ligacao do residuo A com o residuo D. Isto deve-se a que, no primeiro estado, o
caminho 1 foi expandido pelo residuo A e o segundo caminho pelo residuo B

(pela regra 3);

No terceiro estado, recursivamente, para o primeiro caminho, apenas o residuo D
ganha novas ligagdes, e portanto o caminho ¢ expandido usando as novas

ligacdes ganhas (pela regra 2);

Para o segundo caminho, como o fragmento na transi¢ao do segundo estado para
o terceiro ganha uma nova liga¢do no residuo B e uma nova ligagdo no residuo

F, entdo este caminho ¢ ramificado em dois considerando as novas ligagdes

destes dois residuos (pela regra 2);
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e No terceiro estado, o caminho 3 ndo expandiu pelo residuo A, a semelhanga do
que acontece com o caminho 2 e o caminho 1 ndo expandiu pelo residuo B (pela

regra 4);
e No terceiro estado, o caminho 3 ndo expandiu pelo residuo K (pela regra 3);

e No terceiro estado do caminho 2, o residuo E deixou de ser considerado pois
trata-se de um residuo que nao pertence ao fragmento inicial e que perdeu

ligacdo com o fragmento (pela regra 5);

e (aso houvesse outro momento de observacao, teria que haver outro estado e,
dependendo de que ligacdes se formariam e/ou perderiam, novos caminhos

poderiam ser formados.

Caminho 1
Caminho 2
Caminho 3

Figura 23 - Caminhos tragados para o exemplo da Figura 22.

Relativamente aos contactos presentes nos caminhos, quer o fragmento em causa seja
nativo ou nao nativo, no tragar dos caminhos serdo considerados todos os contactos
nativos € ndo nativos pois todos interferem na evolugdo de um fragmento. Em termos
dos fragmentos ndo nativos, muitas vezes, um ou mais residuos destes fragmentos
evoluem apenas ligados por contactos proximos, e portanto este tipo de contactos terdo

que ser considerados apenas para fragmentos ndo nativos. Os contactos préximos sao os
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que envolvem pares de residuos (1,j) com j < i+3. Nestes contactos, pelo menos um dos

residuos envolvidos faz parte do fragmento inicial.
6.2.1.  Escolha de Residuos

Aquando da produgdo de caminhos para um fragmento, € pertinente a possibilidade de
escolha das diregdes de evolugdo mais importantes. Pode-se definir a partida o objectivo
de observar a interagdo do fragmento com certos residuos e que a interacdo com outros
nao ¢ tdo importante. Isto porque, dependendo da localizacao do fragmento na estrutura
da proteina, haverd direcoes de evolucdo cuja descoberta de informagdes seja mais

relevante

Assim sendo, pode-se definir quais os residuos que devem ser tidos em conta aquando
da evolugdo de um fragmento. Além disto, torna-se essencial libertar a aplicacdo da
escolha do método mais indicado para expandir um fragmento. Nao € possivel saber a
partida quais as direcdes que levardo a caminhos interessantes do ponto de vista
bioquimico, ja que estas dependem do tipo de estudo que o investigador tem em mente e
do tipo de informacdo que este quer extrair. A escolha de residuos traz imensos
beneficios em termos de reducdo do tempo de computacdo. O nimero de caminhos

produzidos € proporcional ao conjunto de residuos parametrizados.
6.2.2.  Fragmento Final

Um conceito parecido com o da escolha de residuos ¢ o de fragmento final, na medida
em que estes limitam o espectro de residuos para que um caminho podera expandir.
Contudo, sdo conceitos diferentes. No caso da escolha dos residuos, o objetivo ¢é
perceber que ligagdes sao ganhas e perdidas dentro de um nucleo de residuos. Porém,
com um fragmento final, o objetivo ¢ chegar a um certo estado final que ¢ representado

pelo fragmento final dado.

Os caminhos tragados com um fragmento final terminam quando o fragmento final ¢

encontrado ou quando a observagdo termina.
6.3. Caminho de Fragmentacdo

E igualmente interessante saber ndo s6 como evolui um fragmento, mas também como

este ¢ originado. Por outras palavras, que evolugao na molécula leva a formagdao de um
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determinado fragmento, nomeadamente no caso de fragmentos que envolvem contactos
nao nativos (no caso dos contactos nativos estes estdo presentes logo na primeira
frame). De forma a cobrir esta necessidade, existe o conceito caminho de fragmentacao,
1.e., um caminho que pretende mostrar como um fragmento que ndo estd presente na

estrutura nativa da proteina se forma.

A Figura 24 apresenta a relagdo existente entre os caminhos até entdo definidos e um
caminho de fragmenta¢do. Nesta, ¢ possivel observar que o caminho de fragmentagao ¢
tragado de forma temporalmente inversa aos outros caminhos, uma vez que comeca na

primeira ocorréncia do fragmento e ¢ tragado de forma a terminar no inicio da corrida.

Primeira Primeira Frame

Frame Ocorréncia 10000

R o
Caminhos de Fragmentacao Caminhos

Figura 24 - Caminhos e o caminho de fragmentacao.

Dado o proposito de um caminho de fragmentacdo ser diferente dos restantes e sendo
este tragado de forma temporal inversa, € necessario definir uma nova estratégia para

tragar caminhos de fragmentacdo. Esta estratégia considera as seguintes regras:

1. Nao ¢ possivel tracar caminhos de fragmentagdo para fragmentos nativos —
assim chamados por terem sido extraidos usando contactos nativos —, pois estes

aparecem imediatamente na primeira frame da corrida de onde foram extraidos;

2. Para qualquer fragmento, o primeiro estado de um caminho de fragmentacao

correspondera ao proprio fragmento;

3. Em cada novo estado sdao apenas consideradas as ligagdes em que entrem os
residuos do fragmento inicial e um segundo nivel de ligagdes. Este segundo

nivel vem no sentido de exibir melhor o comportamento da molécula que
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6.4.

envolve o fragmento sem, no entanto, fazer crescer demasiado o fragmento em

cada estado;
Entre estados sd@o sempre considerados os valores de salto e de threshold,

Em cada novo estado, as novas ligagdes sdo procuradas nas frames anteriores,
parando quando ndo houver mais frames para analisar. Se no fim do caminho
houver uma quantidade de frames inferiores ao salto, estas serdo consideradas de
modo a que o estado final corresponda obrigatoriamente a primeira frame da

corrida;

Serdo sempre considerados os contactos entre pares de residuos (i,j) com j < i+3,
sendo, pelo menos um destes, um residuo do fragmento inicial. Isto deve-se ao

facto destes caminhos sé serem produzidos para fragmentos nao nativos.

Algoritmos de Producao de Caminhos

Foi desenvolvido um algoritmo (Algoritmo 1) de producdo de caminhos que permite

nao s6 corresponder aos requisitos de memoria, bem como a uma execu¢do em tempo

util. Este algoritmo corre de forma recursiva, multithreading e por etapas. Por ser

multithreading permite tomar partido da plataforma computacional e por ser por etapas

nao compromete a memoria disponibilizada para a execugdo da ferramenta.

Relativamente ao Algoritmo 1:

O processamento por etapas € feito pelo ciclo da linha 7 em que sdo processados

um certo nimero de frames de cada vez;

O processamento multithreading estd nas linhas 13 e 14 em que sdo criadas

threads que expandem os caminhos incompletos;

A funcdo calculaObservacao calcula o nimero de frames a processar face ao
tamanho da observagdo e ao nimero de caminhos incompletos a expandir. Este
calculo ¢ necessario para garantir que a memoria ndo ¢ comprometida visto ser
um processo de expansdao de caminhos recursivo em que podem resultar

centenas ou até milhares de caminhos.
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Alroritmo ProduzirCaminhos(E st fo.exp listaExp, frag)

Pré-condicio: Fé o fragmentoinicial

Pré-condicio: s € o tamanho do salto

Pré-condicio: t € o valor do threshold

Pré-condicio: fé a frame de inicio

Pré-condicio: 0 € 0 tamanhoda observacio

Pré-condicdo: exp € o tipo de expansdo {1-lista de residuos; 2- sem restricies; 3-fragmento final}
Pré-condicio: listaExp € a lista de expansio

Pré-condicdo: frag € o fragmento final

Pds-condicio: L contém os caminhos {L & uma variivel global}

L:E, « F; fo primeiro estado & o fragmento inicial}
2:P' « adicionarEstado(E,,0): feria o caminho inicial}

3:n < calculaObservavao(o): {calcula o n® inicial de estados a processar?

4; expandeCaminho(P', 5.t f.n, exp, listaExp, frag); {produz os caminhos iniciais; guarda em L}
5 f < f

B: nEst «—w; factualiza o nimero de frames chservadas)
7: while (hEst < 0 }do fenquanto houver estados para produzir}
8: flref+mn

9. n « calculaObservavao(): fralcula o valor de n}

10: nEst «— nEst+n; factualiza o niimero de framesji observadas)
11: L' L;

12: L« o

13: T « criarThreads(n? de processadores);  {cria threads)

1. for each thread thr €T do

15: LP « getCaminhosincompletos(L"); {copia parte dos caminhos incompletos)
16: for each pathp € LP do fexpande cada caminho; guarda em L}

17 expandeCaminho(p.s.t, ', n, exp, listaExp, frag):

Algoritmo 1 - Algoritmo ProduzirCaminhos.

A fungdo expandeCaminho esta descrita no Algoritmo 2. Acerca deste algoritmo:

e A fungdo expandeCaminho ramifica um caminho pelo acrescento de um novo

estado;

e Na linha 3, sdao extraidos os contactos entre as frames correspondentes a0 novo
estado e ao estado anterior que respeitem o valor de threshold e que sejam uma

continua¢ao do estado anterior;

e Na linha 4, da lista de contactos da linha 3, sdo extraidos os residuos que
expandem considerando a lista de expansdes e o tipo de expansdo escolhido

pelo utilizador;
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e A partir da linha 5, o caminho ¢ ramificado para cada residuo que expande;

e Nas linhas 10 e 11, caso ndo haja mais estados para processar ou caso seja

r

encontrado o fragmento final, entdo o novo caminho P’ ¢ adicionado a variavel

global de caminhos L;

e A partir da linha 12, caso haja mais estados para processar ou caso nao seja

encontrado o fragmento final, o caminho ¢ expandido recursivamente. Neste

caso, a frame de inicio, o tamanho da observacdo e a lista de expansdes sdo

actualizados.

Algoritmo expandeCaminho (Pstfinexp listaExp.frag)

Pré-condicio: Pé um caminhe incompleto
Pré-condicio: s é o tamanho do salto
Pré-condicdo: t é o valor do threshold
Pré-condicio: fé a framede inicio
Pré-condicio: n é o tamanho da observacdo

Pré-condicio: exp € o tipo de expansdo [1-lista de residucs: 2- sem restricies; 3-fragmento final}

Pré-condicio: listaExp € a lista de residuos gue podem expandir

FPré-condicdo: frag é o fragmento final

Pos-condicdo: P é expandido

E.itime — getUltimoEstado(P):

e—f+s

: listaContactos < extraiContactos(E, ;i 5. 1. €):
: listaResidues « extraiResiduos(listaContactos, listaExp,exp):
: for each residuor € listaResidues do

F' < expande(Eyjime . listalontactos, r);

|ll
Em:l:s:l < F;

P’ — P;

P' « adicionaEstado(E,,mus);

else

if (n—s5 < 0] encontrouFrag(frag.E, ...)) then

adicionaCaminho (P") :

listaExp' « actualizalista(r,exp.listaExp);
n «<n-—s;
fref+s
expandeCaminho (P.stf.nexp, listaExp) frag)

Algoritmo 2 - Funcdo expandeCaminho.

{extrai o Qltimo estado}
fcalcula a frame de limite
{extrai contactos}

fextrai residuce que expandent}

{expande oiltimo estado}
{cria um novo estado}

{cria um novo caminho iguall
{fadiciona o novo estado}

{=e chegou ao fim do caminho}

fadicicna o caminho P

factualiza a lista de expansdes}
{actualiza a chservacio]
{actualiza o valor da frame}

frecursivamente expande F'}
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No caso dos caminhos de fragmentagdo, o algoritmo corre também de forma recursiva.

Contudo, visto ser apenas produzido um caminho, ndo existe a necessidade de haver

processamento por etapas nem multithreading. Trata-se de uma computagdo leve. O

algoritmo € o seguinte:

Algoritmeo ProduzirCaminhosFrag(Est)

Pré-condicio: F é o fragmento inicial
Pré-condicio: s é o tamanho do salto
Pré-condicdo: t € o valor do threshold

Pos-condicdo: FP é o caminho de fragmentacio

1. E, « F;

2: P' « adicionarEstado(E,,0);

3: f « getPrimeiraOcorréncialF);
d:n + f;

5: expandeCaminhoFrag(P’,s,t, f,n);

{FP &uma varidvel global}

{o primeiro estado & o fragmento inicial}
fcria caminho iniciall

{calcula a primeira Fame?

fcalcula o tamanho da observaciol

{expande F'; guarda caminho em FP}

Algoritmo 3 - Algoritmo ProduzirCaminhosFrag.

A fungdo expandeCaminhoFrag esta descrita no Algoritmo 4. Acerca do Algoritmo 4:

e Na linha 3 s3o extraidos todos os contactos que expandem o caminho;

e Na linha 4 ¢ criado um novo fragmento composto pelos contractos extraidos na

linha 3;

e Nas linhas 8 e 9, caso ndo haja mais frames para processar, o caminho de

fragmentacdo esta terminado;

e Das linhas 10 a 16, caso haja um niimero de frames inferiores ao tamanho do

salto, estas sdo consideradas para criar um novo estado. O novo estado ¢ assim

adicionado ao caminho e o caminho de fragmentagdo esta terminado;

e A partir da linha 17 tem-se o caso de haver mais frames para processar. O

caminho € expandido recursivamente.
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dlgoritmo expandeCaminhoFrag (Pstfn)

Pré-condicdo: Pé um caminho incompleto
Pré-condicdo: s é o tamanho do salto
Pré-condicdo: t € o valor do threshold
Pré-condicdo: fé a frame de inicio
Pré-condicdo: n é o tamanho de observacio
Pds -condicio: P é expandido

1: E, ;< getUltimoEstado(P); fextrai o iiltimo estado}

2re &= f —s; fralcula a frame de limite]

3: listaContactos « extraiContactosFrag(E,,, S, t,e); {extrai contactos)

4: F' « expandeFrag(listaContactos); {expande oiltimo estado}

S E,pwe & F feria um novo estado}

6: P « adicionaEstado(E, .. fadiciona o novo estado ao caminho)
f:ime—n—s; {actualiza o tamanho da chservaciol
B:if (n == 0 ) then fee chegou ao fim da cbservacio]

3. FP « P; {FP & o caminho de fragmentacio]
10: elseif (n < s) then {se a observacdo € menor que o salto}
11:  E ime & getUltimoEstado(P);

12:  listaContactos « extraiContactosFrag(s,t,n); {extrai contactos}

13: F' « expandeFrag(E simo . listaContactos);  {expande otltimo estado}

14: E,owe « F {cria um novoe estadc}

15: P « adicionaEstado(E, ,..); {adiciona o novo estado ao caminhol
16- FP « p; {FP & o caminho de fragmentacio]
17: else

18: flef—s; {actualiza o valor da frame}

19: expandeCaminhoFrag (P.strnl: frecursivamente expande o caminho F}

Algoritmo 4 - Funcdo expandeCaminhoFrag.

Em termos de complexidade, no pior caso, a produ¢do de caminhos seria feita sem
considerar nenhuma restricdo e para um elevado tamanho de observacdo. Além disto,
teoricamente, em cada estado, cada residuo do fragmento expandiria para uma so
ligagdo. Para este cenario, o Algoritmo 3 tem complexidade exponencial O(2").
Contudo, este cenario muito dificilmente se verificaria pois em cada novo estado um
caminho expande, normalmente, para varios residuos. Além disto, as regras 1, 2, 3 ¢ 4
citadas na sec¢do 6.2. permitem que o nimero de caminhos produzidos ndo aumente

sempre exponencialmente.

O Algoritmo 4 tem complexidade linear O (n).
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6.5. Conclusao

A definicdo de caminho e o estabelecimento claro de todas as suas regras e variantes
inerentes permitem avancar para a implementacdo de uma ferramenta de produgdo e
visualizagio de caminhos. E de salientar que esta definicdo teve em conta as
informagdes disponibilizadas pela equipa que forneceu as simulagdes e também teve em
consideragdo as informacgdes recolhidas pela observacao dos fragmentos extraidos. Por
exemplo, saber que um fragmento estd continuamente ligado a muitos residuos e que, de
frame para frame, o nimero de contactos ganhos e perdidos € elevado, levou a que fosse
repensada a forma de expandir um fragmento. Assim, as expansdes sdo agrupadas por
residuos de modo a ndo gerar um nimero elevado de caminhos, impossiveis de analisar

face ao seu volume.

Uma das mais-valias dos caminhos ¢ permitirem explorar as corridas variando diversos
parametros. Ao serem considerados o tamanho de salto, o valor de threshold, o tamanho
de observacgdo e as restrigdes quanto as expansoes, 0os caminhos obtidos sdo totalmente

ajustados ao estudo que o investigador tem em mente.

Tragar um caminho de fragmentacdo para fragmentos ndo nativos permite entender
como estes se formam na corrida e ndo apenas as suas evolugdes posteriores. Estes
caminhos sdo assim uma pe¢a chave para entender o processo de desnaturagdao da

Transtirretina.
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Capitulo 7

Procura de Caminhos em Corridas

A compreensdo total do mecanismo de desnaturacdo de uma proteina exige a
observacao e comparagdo de varias simulacdes de modo a extrair informagdes novas e
pertinentes. Quer pela similaridade entre partes de simulagdes, quer pela falta desta,
pode-se obter novos conhecimentos. Dos varios caminhos extraidos numa determinada
corrida, alguns poderdo ser considerados importantes nao s6 pelas informagdes que
estes transmitem dentro da simulacdo de onde derivaram mas também pela andlise do
caminho noutra corrida. Procurar semelhancas e diferencas no comportamento dos
residuos ao longo do tempo de simulagdo, poderd dar mais pistas sobre o processo de

desnaturagdo da Transtirretina.

Numa primeira analise, verificaram-se varios cenarios possiveis na procura de um

caminho numa corrida:
e O fragmento inicial de onde derivou o caminho ndo existe na corrida da procura;

e O caminho encontra-se integralmente na corrida exatamente na mesma

localizagdo temporal ou entdo afastado desta;

e O caminho encontra-se apenas parcialmente presente na corrida, havendo a
necessidade de utilizar um teste para medir o qudo similar ¢ este caminho

incompleto com o original da procura.
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Este capitulo divide-se em quatro sec¢des. Primeiro serdo apresentados os objetivos da

procura de caminhos ¢ o método a ser usado nesta tendo em conta a observacao dos

caminhos e das corridas disponiveis. Na segunda seccdo serd abordado o problema do

calculo da similaridade que engloba a transformagao dos dados em vetores de features e

o uso de um teste de hipoteses. A terceira seccao apresenta o algoritmo de procura. A

ultima sec¢do conclui o capitulo.

7.1.

Objetivos e Método de Procura

A observagao de diferentes caminhos e a sua comparagao face as varias corridas permite

chegar as seguintes conclusoes:

a)

b)

d)

Visto que um caminho ¢ produzido a partir de um fragmento e que o objetivo de
um caminho ¢ justamente explorar o comportamento de tal fragmento, entdo nao
tem sentido procurar um caminho numa corrida em que tal fragmento nem

sequer existe;

Pela observagdo simples de varios caminhos nas diversas corridas existentes,
constata-se que por vezes, e principalmente para fragmentos de maior dimensao,
0 mesmo caminho encontra-se em varias corridas. Este encontrar ¢ feito pela
procura do caminho usando exatamente o mesmo tamanho de salto e valor de
threshold e considerando exatamente as mesmas frames. Neste caso, diz-se que

o caminho esta sincronizado na corrida;

Para além do caso em que o fragmento nem sequer existe na corrida de procura
ou do caso em que o caminho esta sincronizado, existe a possibilidade de o
caminho estar tracado na corrida noutro espago temporal. Este caminho podera
existir nas frames anteriores ou posteriores as consideradas no caminho original.
Esta afirmagdo vai de encontro ao que € sabido sobre o facto de, por vezes, para

corridas diferentes, o mesmo fendémeno poder ocorrer mais cedo ou mais tarde;

Observou-se também que um caminho, ou se encontra temporalmente proximo
do caminho original, ou entdo ndo esta presente na corrida, nem mesmo de

forma incompleta;

Existem ainda casos de caminhos que ndo sdo abrangidos por qualquer um dos

cenarios anteriormente relatados. Nestes, o fragmento inicial do caminho
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encontra-se na corrida mas o caminho ndo se encontra em qualquer parte da
corrida. Sao avistadas apenas partes deste em que faltam determinados contactos

em determinados estados do caminho.
Assim, o método de procura terd que ter em conta:

e Se um fragmento que deu origem a um caminho ndo se encontra na corrida,

entdo qualquer caminho originado desse fragmento também ndo se encontra (a);

e Um caminho poderd ser encontrado sincronizado numa corrida se todos os
contactos de todos os estados estiverem na corrida exatamente no mesmo espago
temporal, considerando o mesmo tamanho de salto e de threshold (b); ou entao

presente, mas dessincronizado (c);
e Na procura serdao apenas consideradas as frames mais proximas (d);
e Havera casos em que apenas parte de um caminho podera ser encontrado (e).

O objetivo € entdo ndo s6 procurar um caminho, fazendo um matching basico no sentido
em que sO um caminho s6 ¢ considerado presente quando ocorre exatamente nas
mesmas frames numa corrida, mas também contemplar situagdes em que o caminho esta
dessincronizado, ou que ocorre apenas parcialmente na corrida. Neste ultimo caso,
usando um teste de hipoteses, pode determinar-se quanto um caminho parcial ¢ similar

do caminho original. O método de procura da similaridade estd descrito na proxima

seccao.
7.2. Procura da Similaridade

A procura da similaridade entre um caminho e outro incompleto segue duas etapas. A
primeira ¢ a transformacdo de cada um dos caminhos em vetores de features cujo
objetivo ¢ facilitar a andlise do caminho pela simplificacdo da sua estrutura. Em
seguida, usando o teste de hipdteses Goodness-of-fit de Pearson [Pearson 1900] ¢
determinado se o caminho incompleto ¢ suficientemente similar ao caminho original.

As proximas subsecgdes relatam em pormenor estas duas etapas.
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7.2.1.  Transformagao dos Caminhos em Vetores de Features

Quando um caminho apenas se encontra de forma parcial numa corrida, a decisdo sobre
se este caminho parcial ¢ ou ndo similar o suficiente com o original torna-se mais facil
se tanto o caminho original, quanto o caminho incompleto, sofrerem uma transformagao
vetorial. Esta transformagdo simplifica o calculo da similaridade, bem como dilui os

problemas de isomorfismo de grafos, como sera possivel observar mais a frente.

Um caminho original ¢ entdo transformado num vetor de features. Para isto, primeiro ¢
determinado um conjunto de features F = {f;, ..., fn}, em que cada feature corresponde a
um tipo de contacto presente no caminho original. Em seguida, para cada estado e de
um caminho, havera um vetor de features x = {x;,...,xX,}que o representa, em que

x; =1sef; € e;caso contrario x; = 0;
l l l

Partindo do caminho 2 da Figura 23, tem-se o conjunto de features F = {(a,b), (b,c),
(b,e), (b,D), (b,k)}. Para cada um dos estados do caminho 2, os vetores de features sao
x;= [1,1,0,0,0], x,= [1,1,1,1,0] e x3= [1,1,0,1,1]. A Figura 25 apresenta os valores
destes vetores de features em que cada linha representa os dados de um vetor para um

dado estado.

(a,b) | (bo) | (be) | (b.f) | (bk)

Estado 1 1 1 0 0 0
Estado 2 1 1 1 1 0
Estado 3 1 1 0 1 1

Figura 25 - Representacdo em features do caminho 2 da Figura 23

A transformagdo de um caminhos em vetores de features contorna questdes de
isomorfismo, uma vez que as features t€ém em conta a ordem dos residuos na cadeia

polipeptida da proteina, da seguinte forma:

e feature (x,y) =

x tem numero de ordem na cadeia polipetidica inferior ao de y.

Assim sendo, se existir a feature (x,y) nao existira a feature (y,x). Estas
consideragdes sdo possiveis, uma vez que ndo existe uma orientacdo na ligacao dos

residuos (os grafos sdo ndo orientados).
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A representagdo vetorial de uma trajetoria permite recuperar a estrutura desta na sua
forma original de grafo, uma vez que, tal como ¢ dito no capitulo 3, estes grafos sao ndo
orientados e sem pesos nas arestas. Um caminho incompleto serd representado da
mesma forma que o caminho original. Porém, usa o conjunto de features derivado do

caminho original.

Tendo os caminhos em formato de vetores de features, ¢ possivel determinar se estes se
assemelham o suficiente de modo a que o caminho parcial possa ser considerado um
resultado interessante da procura do caminho. O teste utilizado para averiguar esta
similaridade ¢ o teste de hipdteses ndo paramétrico para valores categéricos Goodness-

of-fit de Pearson [Pearson 1900].
7.2.2. Teste Goodness-of-fit de Pearson

Um teste de hipoteses € um procedimento estatistico utilizado para decidir se uma dada
hipotese se verifica. Os testes Goodness-of-fit sdo tradicionalmente usados para
verificar a adequacdo de uma distribuicdo teorica em relagdo a uma amostra. Porém,
poderdo ser usados também para verificar se duas amostras foram retiradas da mesma
populacdo. A conclusdo que se tira do teste de hipoteses deve ser sempre formulada no
contexto do problema de pesquisa que estd a ser estudado. No contexto do problema da
procura da similaridade, afirmar que um caminho e o seu parcial provém da mesma
populacao significa dizer que o comportamento das corridas associadas aos caminhos —

original e parcial —, nas partes das simula¢des confinadas a estes, ¢ semelhante.

Foi escolhido o teste Goodness-of-fit de Pearson por se tratar de um teste ndo
paramétrico para amostras de valores categéricos. Como hipdteses tem-se a hipotese
nula (Hy), que dita que os caminhos provém da mesma populagdo, ou seja, t€ém um
comportamento idéntico; e a hipotese alternativa (H;), que indica que os caminhos

provém de populagdes diferentes.

Neste teste, considerando duas amostras A e B, as observagdes destas - respetivamente
N, e N - sdo agrupadas em K (K > 2) categorias. Neste caso de estudo, a amostra A
serd a representagdo vetorial do caminho original e B a representacdo vetorial do

caminho parcial encontrado. As categorias sdo o conjunto de features determinado.
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Para cada amostra ¢ contada a frequéncia absoluta (N;) e calculada a frequéncia

esperada (ey) para cada k; categoria, com k; € K, usando as seguintes férmulas:
Nk = Nia + Nip

Formula 1 - Frequéncia absoluta de cada categoria.

N =Nj4 +Np

Formula 2 - Frequéncia absoluta total.

Ny
€ra = NA X W

Formula 3 - Valor esperado de cada categoria para a primeira amostra.

exg = Ny — exa

Formula 4 - Valor esperado de cada categoria para a segunda amostra.

deka=Na

Formula 5 - Somatério dos valores esperados para a primeira amostra.

Yexs=Np

Formula 6 - Somatorio dos valores esperados para a segunda amostra.

Apbs a obtencao dos valores destas varidveis, € possivel calcular a estatistica do teste.

Para o teste de Pearson esta ¢ calculada segundo a Férmula 7:

K K
Nis — €r4)> (Nyp — erp)?
TS = Z( kA ka) N Z kB kB
e €ka e €kB

Formula 7 - Estatistica do teste.

Neste teste, a hipotese nula € rejeitada, ou seja, as amostras ndo pertencem a populagdes
idénticas, se para um dado grau de significincia a, TS > X2_, (a). O valor de a varia
entre [0,1]. Tipicamente, o valor de referéncia ¢ de 5%. No entanto, depende do
contexto em que ¢ aplicado, sendo um valor a definir pelo investigador. Assim, por

omissao, sera utilizado o valor tradicional de 0,05 — 5%.
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Como resultado, tem-se entdo que se o valor da estatistica do teste (TS) for inferior ou
igual ao valor tabelado de X2_,(a), o caminho parcial em teste sera considerado como

um resultado interessante da procura.
7.3. Algoritmo de Procura

Face ao exposto sobre a procura de um caminho numa corrida, o algoritmo de procura ¢

0 seguinte:

Algoritmeo ProcurarCaminho (P.c)

Pré-condicio: P € um caminho

Pré-condicio: ¢ € uma corrida

Pds -condicio: R € a resposta da procura

Pds -condicdo: listalne € a lista de caminhos incompletos obtidos na fincioprocuralDesincy
Pas-condicio: listaR € a lista de caminhos incompletos que passaram no teste

1: f « getFragmentolnicial (P):

2: passol « procuraFragmento(f.c): fprocura fragmento na corridal
3:if (passol = —1) then fse o caminho foi encontrado)
4: passo? « procuraSincr (passol.P,c): fprocura sincronizado)

5 if (passo?2 = —1) then f=e foi encontradol

b: R < ENCONTRADQ E SINCRONIZADO;

7 else

B: listalnc « @;

9: listaR <« ©

10: passo3 « procuraDesincr(passol.P, c): {procuradessincronizado}
11: if (passo3 = —1) then fse foi encontrado)

12: R <« ENCONTRADO_MAS _DESSINCRONIZADQO:

13: else

14: for each caminho cam € listalnc do

15: res « testeGOF{cam): {testa a similaridade}

16: if (res = —1) then {se 0 caminho passou no teste}
17: listall « listaR + cam; {adiciona o caminho?

18: if (listaR = @) then

19: R < ENCONTRADOS CAMINHOS INCOMPLETOS:;

20: else

21: R «CAMINHO _NAQ _ENCONTRADO:

22: else

23: R <« CAMINHO _NAO_ENCONTRADO

Algoritmo 5 - Algoritmo PorcurarCaminho.

Relativamente ao Algoritmo 5:
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e Na linha 2, a funcao procuraFragmento retorna o nimero da frame em que foi
encontrado o fragmento. Esta procura ¢ feita procurando, em primeiro lugar, as

frames mais proximas da localizacdo do fragmento na corrida original;

e Na linha 4, a fun¢do procuraSincr procura o caminho na mesma localizagao

temporal. A funcdo retorna -1 se o caminho ndo estiver sincronizado;

e Na linha 10, a fun¢do procuraDesincr procura o caminho fora da mesma
localizagdo temporal. Nesta funcdo de procura sao guardados na variavel global
listalnc os caminhos incompletos encontrados. A fungdo retorna o valor da
frame onde comecga o caminho dessincronizado ou -1 caso o caminho ndo seja

encontrado;

e Da linha 14 a 17 s3o testados os caminhos incompletos encontrados. O teste
considera a transformagdo dos caminhos em vetores de features € a aplicagao do

teste Goodness-of-fit de Pearson.

A fungdo procuraDesincr esta descrita no Algoritmo 6. Neste algotimo, a procura que
considera os caminhos incompletos (linhas 8 e 16 do algoritmo) tem, por omissao, as

seguintes restricoes:

e O numero de contactos em falta em cada estado tera que ser inferior a 1 contacto

para estados com menos de 10 contactos e inferior a 2 para os restantes;

e O numero total de contactos em falta num caminho incompleto terd que ser

inferior a 10% do total de contactos do caminho original,

Os caminhos incompletos sdo guardados na variavel global listalnc. Ainda sobre o

Algoritmo 6:
e Por omissdo, o valor de MAX ¢ 5;

e O valor de MAXOBS ¢ determinado para cada caminho. Dado um caminho de

procura, com um tamanho de observacgao o:

e MAXOBS = tamanho total da corrida — o.
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dlgoritmoprocuraDesincr{posP.c)

Pré-condicdo: pos € a pasicdo inicial da procura
Pré-condicdo: Pé o caminho

Pré -condicdo: c é a corrida

Pds -condicio:res é o resultado da procura

1: nincompletos « 0;

200t < 0;

3: while (true) do

$: ant « —1;

5: prox <« —1;

A: if(pos — it =0 && it = 1500) then procura apenas nas frames mais priximas)

E if (nIncompletos < MAX) then

B: ant « procura(pos —it,0); {procura por caminhos incompletos;
actualiza nincompletos)

3 else

10: ant « procura(pos — it,1); {ndoprocura por caminhos incompletos)

11: if (ant = 1) then fencontrado um caminho dessincronizado]

12: res — ant: fantéa frame onde comega o caminhol

13; break:

14: if (pos + it < MAXOBS && it = 1500)then {procura apenas nas frames mais proximas)

15: if (nincompletos < MAX) then

16: prox « procura(pos + it,0);

17: else

16: prox « procural(pos + it, 1);

19: if (prox = 1) then {encontrado um caminho dessincronizadao}

20: TES + Prox; fantéa frame onde comeca o caminho)

21; break:

22: if(ant == —1 && pos == —1) then fa procura termina}

23; res « —1; fnenhum caminho encontrado?

24: break:

25: incrementalit):

Algoritmo 6 - Fungdo procuraDesincr.

O algoritmo da procura (Algoritmo 5) tem complexidade quadratica O (n?).
7.4. Conclusao

A procura de um caminho numa corrida resulta num processo feito por etapas, podendo
esta acabar rapidamente pelo facto do fragmento ndo estar presente na corrida, ou, pelo
contrario, exigir a procura de caminhos incompletos e o calculo da similaridade. Assim,
poderd haver resultados de procura bastantes diferentes consoante o caminho e a corrida

usados na procura.
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A passagem de grafos para vetores veio facilitar a forma como os caminhos sdo
manipulados para o calculo da similaridade, diminuindo assim a complexidade em
termos de isomorfismo de grafos sem perder informagdo sobre a estrutura inicial destes.
Esta passagem ndo afeta a qualidade do teste, ja que, em termos da informacgao usada
para o teste, esta seria exatamente a mesma se fossem usadas as amostras em forma de
grafos. Assim, nao ha perda de informacdo. Hé4 apenas uma reestruturacdo mais

adequada ao problema.

O teste de similaridade trabalha com as contagens de cada tipo de contacto. Estas
contagens sdo calculadas com base nos contactos do caminho de procura. Assim, na
procura dos caminhos incompletos, em cada estado, apenas sdo considerados os
contactos referentes ao caminho de procura. Isto faz com que um caminho incompleto
seja sempre um “‘subcaminho” do seu caminho procura. Mais concretamente, em cada
estado, o conjunto de contactos de um caminho incompleto ¢ subconjunto do conjunto

de contactos do caminho original de procura.

Assim, ndo ¢ possivel que haja um caminho incompleto usado no teste de similaridade
que ndo seja “subcaminho” do caminho de procura. Além disto, o algoritmo de procura
de caminhos incompletos dita que, em cada estado, existe controlo sobre o nimero
maximo de contactos em falta. Por exemplo, o nimero total de contactos em falta, por
omissdo, deve ser inferior a 10% do total de contactos do caminho de procura.
Consequentemente, cada caminho incompleto encontrado tem 90% da estrutura do

caminho de procura.

Face ao exposto, ¢ possivel concluir que ndo existe a possibilidade de ser considerado
um caminho para teste que ndo seja estruturalmente muito semelhante ao caminho de
procura. Assim, tem cabimento o uso da contagem de contactos no teste estatistico para

obter similaridade de caminhos em diferentes simulagdes.
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Capitulo 8

Implementagao e Apresentagcao da

Ferramenta

Um conjunto de fragmentos frequentes por si s6 ndo ¢ suficiente para formar
conhecimento sobre o comportamento da Transtirretina. O elevado numero de
fragmentos extraidos em cada variante da proteina e a propria natureza destes, torna
praticamente impossivel analisar um volume tao elevado de fragmentos e trabalha-los
de forma a extrair conhecimento sem recurso a uma ferramenta. Neste sentido, foi
desenvolvida a Subgraph Paths, uma ferramenta em Java que permite ndo s6 visualizar
fragmentos, mas também produzir caminhos e observa-los graficamente. Além disto,

permite verificar se uma trajetdria esta presente noutras corridas.

Neste capitulo ¢ apresentado, em primeiro lugar, a implementagdo e as consideragdes
iniciais sobre a ferramenta. Em seguida, ¢ apresentada a ferramenta, que engloba a
apresentacao das funcionalidades oferecidas. A terceira sec¢dao apresenta dois exemplos

da utilizacdo da ferramenta. No final, ¢ apresentada a conclusdo do capitulo.
8.1. Implementacao e Consideragdes Iniciais

A Subgraph Paths foi desenvolvida em Java 7.0, usando o Integrated Development
Environment (IDE) NetBeans. Foram utilizadas as bibliotecas Prefuse [Chi 1999] para a
visualiza¢ao dos fragmentos e dos caminhos e a JavaHelp System [Lew 2000] para a

constru¢do da documentagdo da ferramenta. Para o desenvolvimento grafico da
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aplicacdo foi usado Swing. O projeto da ferramenta foi modelado usando a Unified
Modeling Language (UML), sendo que o modelo de dominio, os casos de uso e o
Platform-Independent Model (PIM) encontram-se no anexo V. Além disto, a ferramenta

possui o Javadoc atualizado e o manual de utilizagdo também esta disponivel.
8.1.1.  Prefuse

O Prefuse ¢ uma biblioteca desenvolvida para a visualizagdo de dados baseada no
padrao information visualization reference model, proposto em 1989 por Ed Huai-Hsin
Chi, em que, internamente, as estruturas de dados estdao otimizadas para a representagao

de tabelas de grafos e esquemas em arvores.

Desenvolvida em tecnologia Java (Java 2D), ¢ orientado para integrar componentes
Swing e applets web, estando também disponivel para as tecnologias ActionScript e
Adobe Flash Player. Graficamente, permite a criagdo de animagdes fluidas, com
algoritmos de disposi¢do de componentes bem conseguidos, disponibilizando bons
mecanismos para a navegacdo nos modelos, como, por exemplo, filtros, zoom
geométrico e semantico, querys dinamicas, ¢ manipulagdo direta de cada um dos
elementos. A biblioteca permite ainda a personalizacdo por reescrita/extensao da
maioria dos mecanismos, nomeadamente ao nivel da cor, da forma, e dos tamanhos dos
elementos de um diagrama, dos algoritmos para a representacao grafica, das opcdes para
manipulagcdo direta dos elementos, bem como do comportamento e estrutura de um

modelo.
8.1.2.  JavaHelp System

A JavaHelp System utiliza documentos HyperText Markup Language (HTML) como
base para guardar e representar a informagdao. Uma vez que este componente utiliza um
standard tao flexivel como o HTML, pode-se facilmente elaborar documentos de ajuda
muito completos e com boa aparéncia, que poderdo ser reaproveitados para varios fins

como, por exemplo, para uma pagina de ajuda online.
8.2. Apresentacao da Aplicacao

A Sugraph Paths ¢ uma ferramenta desktop compativel com qualquer plataforma que

suporte Java. Na continuacdo deste capitulo serdo apresentadas apenas as
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funcionalidades que se encontram implementadas e testadas a 100%, prontas para a
utilizagdo imediata por parte de investigadores e estudiosos das proteinas. Ainda ¢ de

referir que a aplicagdo esta toda em inglés por requisito dos proprios utilizadores.

Ao executar a ferramenta, ¢ apesentado um menu inicial que conta com um botdo de
ajuda, um botdo para guardar um relatorio das acgdes e resultados obtidos na ferramenta

e trés separadores.

A Figura 26 apresenta o menu inicial, nomeadamente o separador Fragments.

Help File

l g Save Report

SUBGRAPH PATHS

Runs | Fragments TPaths ]

L_| non native

File | (MB) | Date |

155prun_g1 .t 0,141 050712012 17:45:26 A

155prun2_g1.tt 0,369 05/07/2012 17:46:17

155prun3_g1.kt 0,419 05/07/2012 174617

155prun3_g2.tt 0,109 05/07/2012 17:46:17

155prun3_g3.ht 2,989 05/07/2012 174617

155prun3_g5. it 0,108 27108/2012 11:34:06

155prun3_gh it 1,613 05/07/2012 17:45:44

155prund_g2 it 0,803 05/07/2012 17:47:15

155prund_g3.tt 3,315 05/07/2012 17:47:15

155prund_g8 .t 1,084 05/07/2012 17:47:15

155prun5_g3.t 5,251 05/07/2012 174715

155prun5_g5 it 0,066 2710812012 11:34:06

155prun5_g8 it 2,349 05/07/2012 174715

wirun2_g1.txd 3,042 2TI0BI2012 12:16:54 v
Total: 31

|_ Derive Paths

Figura 26 - Apresentag@o do menu inicial.

Os separadores organizam as informagdes da seguinte forma:

e O separador Runs contém uma lista de corridas disponiveis. Contudo, de

momento, ndo existem funcionalidades disponiveis associadas as corridas;
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8.2.1.

O separador Fragments contém uma lista de ficheiros de fragmentos
disponiveis. Selecionando um ficheiro, ¢ possivel visualizar os fragmentos 14

contidos e produzir caminhos usando o botdo Derive Paths;

O separador Paths contém uma lista de ficheiros de caminhos produzidos. Ao
selecionar um destes e imprimindo o botdo Visualize Paths € possivel analisar os
caminhos e aceder as funcionalidades de expandir, refazer e procurar um

caminho.

Visualizar Fragmentos e Produzir Caminhos

Selecionando um ficheiro de fragmentos no menu inicial € possivel:

Observar cada um dos fragmentos que o compoe;

Ter acesso as informagdes relativas a sua persisténcia, aos nimeros de residuos e

de contactos, a primeira e a ultima ocorréncia;
Visualizar os residuos envolventes ao fragmento;

Visualizar, através de cores, a localizacdo de cada residuo face a estrutura

secundaria da proteina.

Na Figura 27 encontra-se o exemplo da visualizagdo de um fragmento. Nesta ¢ possivel

observar:

Uma lista de fragmentos com algumas informagdes sobre estes € um painel em

que o fragmento selecionado ¢ mostrado;

Na zona inferior, uma barra de persisténcia — neste caso, pode-se verificar que

este fragmento persiste durante toda a corrida;

Do lado direito, surge uma legenda de cores com duas funcionalidades
cumulativas: visualizacdo através de cores da localizacio do fragmento e
visualizag¢do das ligagdes. A Figura 28 apresenta, para o fragmento usado como
exemplo na Figura 27, a selecdo de cada uma destas funcionalidades. O botao

Save JPG permite guardar a imagem do fragmento que aparece no painel.
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[ show colors
[ ] Show contacts

[0} Suport Contacts Residues

Run: I55prun3
44346 3142 15 15 EiEroes
37170 2186 18 15
37200 7779 15 16 Choose
33856 7708 15 16 5

' Save JPG '

j Persistence T Derive paths ]

First occurrence: 0

o 1.000

5]
o
=]
=]

3.000

Last occurrence: 9998

4.000

o

oo G6.000

o

7.000

8.000

©.000 10.000

Figura 27 - Apresentagdo do menu de visualizagdo e analise de fragmentos.
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Figura 28 - Apresentagdo das funcionalidades de cores e de contactos.
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Para produzir caminhos ¢ necessario aceder ao separador Derive paths. Neste existe um

formulario de informagdes que € necessario preencher. Estas informagdes sdo:
e Tamanho do salto e valor do threshold;
e Primeiro estado e tamanho de observagao;
e Escolha de um fragmento final ou de residuos para expansao;
e Decisdo de produzir também um caminho de fragmentagao.

Os dados inseridos poderdo estar incorretos por incoeréncia entre si €/ou por incoeréncia
relativamente as corridas, sendo nestes casos mostrada a respectiva mensagem de erro
(ver anexo IV). Contudo, caso o preenchimento dos dados esteja correto, os caminhos

sao produzidos e ¢ mostrada uma mensagem ao utilizador indicando o niimero de

caminhos produzidos.

A Figura 29 mostra o exemplo de producdo de caminhos na Subgraph Paths. Neste

exemplo:

e O utilizador escolheu um tamanho de salto igual a 5 frames e um threshold igual

a 70%;

e O caminho comegard na frame 250 e foi selecionado um tamanho de observagao

igual a 500 frames. Assim, os caminhos resultantes terminardo na frame 750;
e Foi escolhida uma expansao sem direcao;

e Foi escolhido o ficheiro paths49100 para guardar os caminhos.

Persistence | Derive paths ]

Slides 5 Residues: |_J) Directsd path |__| Fragmentstion path

=

First state: | 250 [w| ©bservation: 500 (®) Undirected path File: | pathsi9100

e | Croomfmen | 55 BEEE
154 paths generated +info

Figura 29 - Exemplo do preenchimento do formulario para a produgdo de caminhos.
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Como resultado, temos que, no ficheiro paths49100 foram guardados os 154 caminhos
produzidos. Tal como a figura Figura 29 sugere, existe um botdo + info que fornece

mais informagdes acerca da funcionalidade de produgdo de caminhos.

Os caminhos produzidos poderdo agora ser visualizados e analisados tal como sera

apresentado na proxima secg¢ao.
8.2.2.  Visualizacao ¢ Analise de Caminhos

Um ficheiro de caminhos poderd conter centenas ou até milhares de caminhos.

Selecionando um ficheiro de caminhos e o botdo Visualize Paths do menu inicial:

e E possivel visualizar graficamente em pormenor cada um dos caminhos que o
compde e navegar pelos estados do caminho tanto no sentido de evolucgao,
quanto de regressao temporal. Esta navegagdo ¢ feita usando as setas do teclado

(e =)

e S3o mostradas informagdes acerca de cada caminho, nomeadamente o tamanho
da observacao, o nimero de estados, o tamanho de salto e de threshold usado, o

suporte do fragmento inicial e os identificadores do fragmento e da corrida;

e S3ao mostradas informagdes correspondentes a cada estado, nomeadamente o
numero do estado e da frame correspondente na corrida, o suporte do fragmento

do estado e o numero de contactos e de residuos.

Os caminhos produzidos no exemplo da sec¢do anterior poderdo ser visualizados
selecionado o ficheiro paths49100 do separador Paths do menu inicial e o botdo

Visualize Paths. A Figura 30 mostra a janela que ¢ aberta aquando da selecdo do
ficheiro paths49100.
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ID |
49100:C1 [a
49100:C2
49100:C3
49100:C4 _/ &

49100:C5 /
49100:C6

49100:C7

49100:C8 /
49100:C9 4

= yd
49100:C11 o3
49100:C12 \ /
49100:C13 &5

49100:C14
49100:C15
49100:C16 T o

49100:C17 = \

49100:C18
49100:C19

-l

154 paths
[ ] show colors

Visualize

Paths data Actual state Legend

Observation: 500 e . W Turns and coils Beta-strands C Betz-strands G

States: 101 B Alpha-helic Betz-strands [ Betz-strands H
Slhide: 5 [l Betz-strands A Betz-strands E

Contacts: 15
Threshold: 70 Beta-strands B EBeta-strands F

Residuss: 15
Fragment: 43100

Supert: 7520 e = | Expand || Rebuld ||  Find |
Run: I58prun3

Figura 30 - Menu de visualizacdo e analise dos caminhos.

Na Figura 30 ¢é visivel:

e Do lado esquerdo, a lista de todos os caminhos produzidos, e do lado direito um

painel de visualizacdo dos caminhos;

e Em baixo, um painel informativo sobre os caminhos e sobre o estado atual
(notar que a imagem mostra que o primeiro estado corresponde a frame 250 e

tem 15 contactos e 15 residuos, sendo o seu suporte igual a 7520 frames).

Ainda relativo ao exemplo anterior, a Figura 31 mostra a visualizagdo de dois estados: o
estado 51, que corresponde a frame 500 da corrida e o estado 101, que ¢ o ultimo do
caminho e que corresponde a frame 750 (valores que novamente correspondem

totalmente aos esperados).
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Actual state

State: 101
Frame: 750
Contacts: 35
Residues: 2
Suport: 75

Figura 31 - Exemplo da visualizagdo de um caminho em dois estados distintos, 51 e 101.

8.2.3.

Funcionalidades Relativas a Caminhos

No menu de visualizacdo de caminhos existem 3 funcionalidades disponiveis: expandir,

refazer e procurar um caminho.

Expandir

Expandir um caminho consiste em prolongé-lo pelo seu fim. Para isto, o utilizador

necessita de fornecer:

e Tamanho de observagao;

e Residuos usados para expandir o caminho (podem ser fornecidos cddigos

referentes as estruturas da proteina);

e Ficheiro em que serdo guardados os caminhos.

Esta opcao estd disponivel através botdo Expand no qual ¢ apresentado um menu tal

como mostrado na Figura 32.
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F

|£| Expand Path

=]

e ]

First state: 300

COrbservation:

miazc: 00

Residuss: AB.CAH

Filz:

Run

Figura 32 - Menu de expandir um caminho.

Refazer

Refazer um caminho consiste em, usando o mesmo grupo de residuos de expansoes e

pela mesma ordem de expansdo, considerar parte do espaco de observagao do caminho

usando diferentes valores de salto e/ou de threshold.

O objetivo ¢ analisar de forma mais pormenorizada um intervalo particular da simulagao

até ao maximo da totalidade de um caminho. Para isto, o utilizador necessita de

fornecer:

e Tamanho do salto e valor do threshold,

e Valor do primeiro estado e do tamanho de observacao;

e Ficheiro em que serdo guardados os caminhos.

Esta opcao estd disponivel no botdo Rebuild em que € apresentado um menu tal como

mostrado na Figura 33.

=

|| Rebuild Path o
Slide: 5 Threshold: 60

First state: 230 Cbservation: | 500300

File: | pathsi| rebuild Run

Figura 33 - Menu de refazer um caminho.
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Procurar

Na procura de um caminho numa corrida, o utilizador apenas necessita de escolher,
dentro de uma lista, a corrida pretendida. Apos a procura ¢ enviada uma mensagem a
indicar o resultado. Esta funcionalidade de procura estd disponivel pelo botdao Find em
que ¢ apresentado um menu tal como mostrado na Figura 34. O menu de procura conta

também com um botao + info, de modo a assistir a interpretagao dos resultados.

[ (&) Find Path [ESSEE )

Run: [ﬁﬁ | OK |

I55prun2

I55prund
Resuits: I55prund

I55pruns
Perfect witrun2
The pat] wirun3 in the run. +info
witrung v
- 4|

Figura 34 - Menu de procura de um caminho.

Caso a procura resulte em caminhos incompletos encontrados, sdo disponibilizados ao
utilizador apenas os caminhos que passaram no teste. Para cada um destes caminhos ¢
apresentando o valor da estatistica do teste, o p-value e o numero de contactos em falta.
Adicionalmente, existe a possibilidade de selecionar cada um destes caminhos
incompletos e visualizé-los individualmente (através do botdo Partial Path). Este

cenario encontra-se exemplificado na Figura 35.

[ (&) Find Path [ESSEE )

Run: |wtrun4 TJ l DKJ

Path: 30308:C16

Resuts: [ 75:8.16556 | ¥ | partalpath |

Incomplete path found
frame:1 - contacts missing:27 + info

prvalue:D, FF9ETE460733422

Figura 35 - Menu de procura de um caminho - caminhos incompletos.
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8.2.4. Outras Funcionalidades

Para além do manual de utilizador, a Subgraph Paths conta ainda com um menu de
ajuda. Este menu ndo somente apresenta a ferramenta, mas tem também como objetivo
esclarecer as duvidas do utilizador face ao projeto por tras da ferramenta, ao autor, as

suas funcionalidades e as regras e conceitos envolvidos na elaboracdo de caminhos e da

procura do caminho.

A Figura 36 apresenta a pagina de ajuda, nomeadamente o Quick Start.

r ~
| £/ Subgraph Paths Help - SNRCE X
> &t &5

Table Of Contents | Favorites ]
Introducting Subgraph Paths : )
Quick Start F t
Groups of Fragments ragments
How to Produce Paths
Path Funcionalities: Rebuild and Expand Here you can select a file containing fragments in order to visualize them and to produce paths by choosing the button "Derive Paths™.

Path Search: Results Interpretation Help
Interpreting Error Messages
About

SUBGRAPH PATHS

ns | Fragments | Paths

File | (MB) | Date |
155pruni_g1.ixt 0,141 05/07/2012 17:45:28 i
155pruni_n_g1.ixt 0,041 05/07/2012 17:45:18
155prun1_n_g2.txt 0,139 05/07/2012 17:45:07

155pruni_n_g3.txt 0,013 05/07/2012 17:46:17
155prun2_g1.tt 0,369 050712012 17:46:17

Figura 36 - Apresentagdo da Ajuda.

8.3. Exemplos da Utilizacdo da Subgraph Paths

Nesta sec¢do serao apresentados dois exemplos da utilizagdao da ferramenta. O primeiro
exemplo prevé a producdo de caminhos para um fragmento extraido a alta frequéncia, e
a escolha de um destes caminhos para procura nas 10 corridas disponiveis. O segundo
exemplo considera a produgdao de um caminho de fragmentagdo para um fragmento nao

nativo, extraido a baixa frequéncia, e a procura deste nas restantes 10 simulagoes.
Tracar Caminhos para um Fragmento Nativo

Foi selecionado um fragmento frequente da corrida L55P3 referente a variante mais
amiloidogénica. Este fragmento encontra-se representado na Figura 37. O fragmento ¢
constituido por 8 residuos e 8 contactos, tem frequéncia igual a 76,46%, encontra-se na

primeira frame da corrida, e extingue-se na frame 9961.
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N-term D _1._31_.?,3“

Figura 37- Fragmento extraido a alta frequéncia da corrida L55P3.

As figuras 38 e 39 foram retiradas da Subgraph Paths. A Figura 38 apresenta a
visualizacdo do fragmento e a Figura 39 apresenta o grafico de persisténcia. Na Figura
38 os residuos a azul correspondem aos que se encontram na cadeia G e os residuos a

roxo os que se encontram na cadeia A. As cores estdo segundo a estrutura secundaria da

proteina.

110 Gl

Figura 38 - Fragmento - Primeiro exemplo.

First occurrence: 0 Last occurrence: 9961

o 1.000 2 000 3.000 4000 5.000 &.000 7.000 2.000 0.000 10.00

Figura 39 - Grafico de persisténcia - Primeiro exemplo.

Foram produzidos caminhos para este fragmento, considerando os seguintes parametros:

e Comecam na primeira frame da corrida;
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¢ O tamanho de observacao ¢ igual a 300 frames;
e O valor do salto igual a 10 frames, resultando assim em 31 estados;

e O valor de threshold é de 80%:;

e Para este caso de estudo, o objetivo € ndo apenas saber como as ligagcdes dentro
do fragmento evoluem, mas também como este fragmento interage com os
residuos das cadeias B A, G e H. Assim, serdo considerados os residuos destas

cadeias como forma de expansao.

Como resultado foram produzidos 65 caminhos. Este ¢ um numero razoavel de
caminhos visto haver o agrupamento das expansodes por residuo. Porém este numero
aumentaria se fosse diminuido o tamanho do salto e/ou aumentado o tamanho de
observacao como mostra a Tabela 4. A Tabela 4 mostra a relagdo entre o numero de

caminhos produzidos e a variagdo do tamanho de salto e do tamanho da observagao.

Numero de caminhos Tamanho do salto Tamanho da observagao
produzidos (em nimero de frames) (em nimero de frames)
65 10 300
99 10 500
332 10 1000
95 5 300
129 5 500
510 5 1000

Tabela 4 - Relacdo entre o nimero de caminhos produzidos ¢ o tamanho do salto ¢ da
observacao.

Pela analise dos caminhos produzidos pode-se verificar:

e Durante toda a observacao, o fragmento manteve-se sempre ligado a todos os

residuos das cadeias B onde pertence (cadeias A e G);

e Durante toda a observacdo, o fragmento manteve-se também sempre ligado a

todos os residuos da cadeia § H.
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e Em alguns caminhos percebe-se o comportamento mais instavel do residuo
Leucina, da posi¢ao 12 da cadeia polipeptidica. Este residuo ¢ o que aparece e

desaparece mais vezes nos caminhos.

Foi selecionado um dos 65 caminhos produzidos, escolhido por mostrar bem a ligagao
existente entre o fragmento utilizado neste caso de estudo e os restantes residuos das
cadeias A, G e H. A procura tem como objectivo procurar este comportamento nas 10

corridas disponiveis. A Tabela 5 apresenta os resultados desta procura para cada corrida.

Tal como a Tabela 5 indica:

e Apenas na corrida L55P3 (corrida onde ocorreu a produgdo dos caminhos) ¢ que

o caminho foi encontrado de forma completa;
e Nas corridas L55P1 e L55P2 o caminho ndo foi encontrado nem incompleto.
e Nas restantes corridas, o caminho foi encontrado incompleto.

e Em termos dos caminhos incompletos, dado que o caminho selecionado para a
procura um total de 617 contactos distribuidos por 31 etapas, o nimero de

contactos em falta nos caminhos incompletos encontrados nao ¢ significativo.

Corrida Resultado

L55P1 Nao encontrado

L55P2 Nao encontrado

L55P3 Encontrado e sincronizado
L55P4 Encontrado mas incompleto

14 contactos em falta

L55P5 Encontrado mas incompleto
5 contactos em falta

WT2 Encontrado mas incompleto
15 contactos em falta

WT3 Encontrado mas incompleto
7 contactos em falta

WT4 Encontrado mas incompleto
4 contactos em falta

WTS5 Encontrado mas incompleto
10 contactos em falta

WT6 Encontrado mas incompleto
5 contactos em falta

Tabela 5 - Resultados da procura do caminho.
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No anexo III - A encontra-se apresentado o caminho utilizado neste exemplo de

procura.
Tracar Caminho de Fragmentacdo para um Fragmento Nao Nativo

Foi selecionado um fragmento ndo nativo, extraido a baixa frequéncia da corrida L55P3.
Este fragmento tem uma dimensdo bastante reduzida - a semelhanga do que acontece
com a maior parte dos fragmentos ndo nativos. O fragmento ¢ constituido por 3 residuos
e 2 ligacdes e esta apresentado na Figura 40. O fragmento ocorre na frame 4711 e tem

um suporte de 3538 frames.
3 g 0@
8

A

B

|l

/s

i

),

Figura 40 - Fragmento extraido a baixa frequéncia da corrida L55P3.

A Figura 41 apresenta o fragmento tal como este ¢ visualizado na Subgraph Paths. O
residuo a laranja pertence a cadeia B, o residuo a verde a cadeia C e o residuo a azul ndo

pertence a nenhuma cadeia e nem a a-hélice.

Figura 41 - Fragmento - Segundo exemplo.

Tragar um caminho de fragmentacdo vai permitir perceber como este fragmento se
formou. Ou seja, que evolugdo teve a proteina que levou a formagao na frame 4711
deste fragmento nao nativo. Este caminho foi produzido com tamanho de salto igual a

50 frames, resultando portanto em 96 estados. O valor de threshold escolhido ¢ 80%.

O caminho produzido encontra-se parcialmente apresentado no anexo III — B. Pela

analise do caminho pode-se verificar que o fragmento ¢ formado pela proximidade
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existente entre as cadeias § B,C e E: os residuos 34 e 42, por pertencem respetivamente
as cadeias B e C, tém naturalmente, pela proximidade, ligagdes com os residuos da
cadeia E. Por sua vez, os residuos da cadeia E tém ligacdes com o residuo 63 pela sua
ordem na cadeia polipeptidica. Esta proximidade faz com que o residuo 63 venha a criar

ligagdes com os residuos das cadeias B e C.

Foi efetuada a procura deste caminho de fragmentacdo nas restantes corridas. O

resultado desta procura encontra-se na Tabela 6.

Corrida Resultado

L55P1 Nao encontrado — frame 5427

L55P2 Nao encontrado — frame 9343

L55P3 Encontrado e sincronizado.

L55P4 Nao encontrado — frame 6334.

L55P5 Nao encontrado — fragmento ndo encontrado
WT2 Nao encontrado — fragmento ndo encontrado
WT3 Nao encontrado — frame 4507.

WT4 Nao encontrado — fragmento ndo encontrado
WT5 Nao encontrado — frame 5245.

WT6 Nao encontrado — fragmento ndo encontrado

Tabela 6- Resultados da procura do caminho de fragmentagéo.

A Tabela 6- Resultados da procura do caminho de fragmentag¢do. mostra que o caminho
de fragmentacdo apenas aparece na corrida em que foi extraido, sendo que nas corridas
L55P5, WT2, WT4 e WT6 o fragmento nem sequer esta presente. Nas restantes corridas
— L55P1, L55P2, L55P4, WT3 e WT6 — o fragmento encontra-se presente, mas em
frames longinquas face a primeira ocorréncia original, o que faz com que o caminho

seja considerado como nao encontrado.
8.4. Conclusao

A Subgraph Paths em termos de tecnologias incorporadas faz um uso standard das
tecnologias actuais e os algoritmos sdo relativamente ficeis de implementar apos

definidos todos os conceitos associados. Contudo, pelas funcionalidades que oferece e
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pelos conceitos inerentes a estas, torna-se uma ferramenta bastante interessante para a

andlise do comportamento da Transtirretina e de qualquer outra proteina.

De forma geral, os menus sdo todos simples e intuitivos, usando termos simples e uma
linguagem visual igualmente simples, tal como era desejado pelos utilizadores da
ferramenta. Além disto, a visualizagdo grafica dos fragmentos e dos caminhos, bem
como a interacdo em tempo real ficou muito bem conseguida gragas as funcionalidades
disponibilizadas pelo Prefuse. A Subgraph Paths alcanca assim os objetivos previstos de
expor o comportamento da Transtirretina ao longo do processo de desnaturacdo.
Adicionalmente, conta com outras funcionalidades como sdo a possibilidade de refazer
e de expandir um caminho considerado interessante, de modo a poder observa-lo usando

diferentes parametros.

Em relagdo a procura de um caminho numa corrida, esta ¢ feita num menu muito
simples. O utilizador apenas escolhe a corrida em que ocorrerd a procura e ¢ mostrada
uma mensagem a indicar o resultado desta procura. Assim, o utilizador ndo fica a par do
algoritmo usado, parecendo portanto um processo de procura rapido e simples. O
algoritmo de procura segue todos os prossupostos e procedimentos descritos no capitulo

7.

Em termos do menu de ajuda, este esta bastante bem organizado, com conteudo
pertinente para os utilizadores, visualmente atrativo e que utiliza tecnologias muito
recentes como HTLM 5 e CSS revelando-se, portanto, a JavaHelp System uma escolha

acertada.
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Capitulo 9

Caso de Estudo

Com o objetivo de demonstrar as potencialidades da ferramenta Subgraph Paths em
extrair conhecimento acerca do processo de desenrolamento de proteinas,
nomeadamente a partir da produgdo e visualizagdo de caminhos de evolugdo de
conjuntos de contactos nativos de proteinas e também pela procura de caminhos em

multiplas simula¢des de dinamica molecular, foi elaborado um caso de estudo.

Este estudo foi realizado em colabora¢do com os investigadores Rui M. M. Brito e
Candida G. Silva. Foi utilizada uma plataforma computacional Quad-Core 15-460M,
com velocidade de processamento de 2.53 GHZ com Turbo Boost até 2,80GHZ ¢ 4 GB
de memoria RAM.

9.1. Apresentacao do Caso de Estudo

Pretende-se analisar a estabilidade da proteina Transtirretina nativa e da sua variante
mutada LeuS55Pro através da evolucdo dos contactos nativos ao longo de varias
simulacdes. Para isto foram analisados os fragmentos frequentes disponiveis e foram

tragados caminhos para alguns fragmentos.

9.2. Resultados Obtidos

Pela utilizacdo da Subgraph Paths foi possivel a obtencdo de resultados que

discriminam o comportamento da proteina nativa e mutada.
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Dos resultados obtidos, verifica-se que maior parte dos fragmentos descrevem contactos
nativos entre residuos nas cadeias B CBEF. Além disso, observa-se também que os
fragmentos obtidos para as simula¢des da WT sdo constituidos por mais residuos do que
a L55P (ver Figura 20 e anexo II). E também possivel constatar que muitos dos
fragmentos obtidos para a L55P sdo "subfragmentos" da WT. Estas observagdes
parecem indicar que a folha B CBEF ¢ mais estavel na WT do que na L55P, o que esta
de acordo com resultados computacionais e experimentais descritos por diversos autores

[Liu 2000, Liu 2002, Rodrigues 2010].

O afastamento as cadeias B C e D e consequente exposicdo da interface formada pelas
cadeias B A e B € um passo importante para a agregacdo mondmero-monéomero na TTR.
Seguindo uma andlise distinta, Rodrigues e colaboradores em [Rodrigues 2010]
concluiram que este evento ¢ muito precoce na L55P e mais tardio na WT. De facto,
contactos nativos persistentes ao longo da simulagdo entre as cadeias B D e A apenas
sao observados em duas simula¢des da WT (grupos 7 e 9 de fragmentos) € em nenhuma
das simulagdes da L55P. Por outro lado, sabe-se que a cadeia B C (residuos 40 a 49) se
val afastando da cadeia B B a partir do extremo C-terminal (residuo 49) até
aproximadamente aos residuos na posicdo 43 e 44 [Liu 2000]. Analisando os
fragmentos obtidos € possivel verificar que os contactos nativos persistentes entre
residuos nestas duas cadeias J se observam maioritariamente entre os residuos 40 a 44
da cadeia B C e residuos da cadeia B B (grupos 1 a 3), e que estes contactos nativos sao

persistentes em todas as simulagcdes da WT mas apenas em trés das simulagdes da L55P.

Foram tracados caminhos para 2 fragmentos. O primeiro fragmento foi escolhido da
corrida WT4 e ¢ constituido por residuos das cadeias B A,G e D. O segundo fragmento

foi escolhido da corrida L55P2 e ¢ um subfragmento do primeiro.

O primeiro fragmento encontra-se representado na Figura 42: do lado esquerdo
encontra-se o fragmento enquadrado na estrutura da proteina e do lado direito apresenta-
se o fragmento tal como este ¢ visualizado na Subgraph Paths. O fragmento ¢
constituido por 10 residuos e 9 contactos, tem frequéncia igual a 73,96%, encontra-se na
primeira frame da corrida, e extingue-se na frame 9999. Os residuos a azul
correspondem aos que se encontram na cadeia B G, os residuos a roxo aos que se
encontram na cadeia B A e os residuos a cor-de-rosa aos que se encontram na cadeia 3

D. As cores estdo segundo a estrutura secundaria da proteina.
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Figura 42 - Fragmento 32344 - WT4

O fragmento seleccionado para a L55P é “subfragmento” do fragmento escolhido da
corrida Wild-Type. Este fragmento encontra-se representado na Figura 43. O fragmento
¢ constituido por 5 residuos e 4 contactos, tem frequéncia igual a 73,56%, encontra-se

na primeira frame da corrida, e extingue-se na frame 8279.

Figura 43- Fragmento 30144 — L55P2

Para ambos os fragmentos, foram produzidos caminhos considerando os mesmos
parametros. O objetivo é perceber diferengas no comportamento das duas variantes da

TTR. Os parametros sao:

e (Comecam na primeira frame da corrida e o tamanho de observacdo ¢ igual a

3000 frames;
e O valor do salto igual a 10 frames, resultando assim em 301 estados;
e O valor de threshold é de 70%;

e Para este caso de estudo, o objetivo é ndo apenas saber como as ligagdes dentro
do fragmento evoluem, mas também como este fragmento interage com os
residuos das cadeias B D, A e G. Assim, serdo considerados os residuos destas

cadeias como forma de expansao.
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Como resultado foram produzidos 61 caminhos para o primeiro fragmento (pertencente
a corrida WT4) e 64 caminhos para o segundo fragmento (pertencente a corrida L55P2).
Para o fragmento da WT, cada caminho tem, em média, um total de 5304 contactos e
4426 residuos. Enquanto os caminhos do fragmento da L55P t€ém, em média, um total
4227 contactos e 4086 residuos. Assim, analisando os caminhos gerados para estes dois
fragmentos, facilmente se constata que os caminhos na WT sdo mais ricos - no sentido
em que envolvem mais residuos- e tendem a manter-se por periodos de tempo mais
longos e com maior suporte (threshold), o que indica uma maior estabilidade da

proteina.

A Figura 44 apresenta o ultimo estado de dois caminhos. A esquerda o tltimo estado de
um caminho produzido para o fragmento da L55P2 e a direita o tltimo estado de um
caminho produzido para o fragmento da WT4. O exemplo da Figura 44 ¢ ilustrativo de

como na corrida WT4 envolvem mais residuos e mais contactos entre os residuos.
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Figura 44 - Ultimo estado de dois caminhos: a esquerda o iltimo estado de um caminho da
L55P2 e a direita da WT4.

Adicionalmente, os caminhos do fragmento da WT4 foram procurados nas corridas da
variante Leu55Pro e os caminhos do fragmento da L55P2 foram procurados nas

corridas WT.

Os resultados da procura indicam que nenhum caminho tracado para o fragmento da
WT4 foi encontrado nas corridas L55P. Por outro lado, os caminhos da L55P2 foram
encontrados incompletos em algumas corridas WT. A Figura 45 apresenta um estado de

um caminho incompleto encontrado na WT4. Desenhados a vermelho encontram-se os
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contactos/residuos em falta no caminho — neste caso, falta a liga¢ao do residuo 107 com

o12.

110
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100 /
16 15
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13 105

1086

Figura 45 - Estado de um caminho incompleto de procura.

Estes resultados permitem-nos concluir que as corridas WT tém caminhos/fragmentos

mais especificos que ndo se conseguem reproduzir nas corridas L55P.
9.3. Conclusao

Tanto pela observacdo, como pela producdo de caminhos ¢ possivel extrair resultados
interessantes acerca do processo de desenrolamento da Transtirretina. Como os
caminhos produzidos sdo gerados com base nas preferéncias do utilizador relativamente
ao modo de expansdo, ao tamanho de observacdo, de salto e de threshold, estes

exploram exatamente o tipo de informagao que o utilizador pretende.

Os resultados do caso de estudo traduzem-se em conhecimento retirado das simulagdes
de dinamica molecular da Transtirretina, nomeadamente através da analise de
fragmentos e de caminhos tracados a partir de fragmentos frequentes e pela procura
destes caminhos noutras simula¢des. Dado o elevado nimero de fragmentos extraidos
das corridas, todo o processo desenvolvido para estes casos de estudo poderd ser
aplicados a muitos destes fragmentos. Estes estudos resultam assim num elevado

volume de conhecimento retirado das simulagdes.
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Capitulo 10

Conclusao e Trabalho Futuro

Ja varias conclusdes foram ditadas ao longo da dissertacdo no final dos capitulos.
Contudo, serdo apresentadas em seguida conclusdes face ao trabalho realizado ao longo
da tese como um todo. Estas apresentam os pontos fortes e mais fracos do trabalho, as
principais dificuldades encontradas e reflexdes sobre os resultados finais obtidos.
Adicionalmente, a seccdo 10.1 apresentara todas as ideias e projetos existentes para

trabalho futuro.

O desenvolvimento de uma ferramenta que permita assistir investigadores em estudos
sobre o comportamento de uma proteina envolve competéncias ao nivel do
desenvolvimento de software por parte do developer. Contudo, exige também que este
estude todos os termos, conceitos e dindmicas associadas as proteinas para a
compreensdo do problema e envolvimento total na sua resolucdo. Assim requer um

considerdvel investimento de tempo.

A extragdo de subgrafos frequentes, designados de fragmentos, usando a biblioteca
ParMol permitiu, variando diversos parametros, personalizar a extragcdo, adequando os
fragmentos aos requisitos pretendidos. Contudo, ndo permite ter em conta a
significancia estatistica destes, o que seria bastante interessante. A questdo da
similaridade nesta fase ndo poderia ser resolvida pela complexidade inerente a
integracdo de um sistema que tenha em conta a significancia estatistica. Isto deve-se a
nao haver nenhuma ferramenta ou biblioteca disponivel compativel com os requisitos

exigidos para a extracdo de subgrafos frequentes. Esta situacdo levaria ao
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desenvolvimento de raiz de tal plataforma. Contudo, a escolha do ParMol mostrou-se
acertada na medida em que permitiu uma extracdo rapida, eficiente e personalizada.
Além disto, o ParMol, por ter tanta documentagdo associada e o cddigo estar disponivel

sob a GPL, torna-se facil de utilizar.

A Subgraph Paths permite, entdo, ndo s6 visualizar graficamente os fragmentos
frequentes, mas também tracar e visualizar caminhos. A andlise dos fragmentos ¢
completa, pois mostra os dados mais relevantes sobre estes, para além de permitir
visualizar ndo sé a sua localizagdo relativamente a estrutura secundaria da proteina mas
também as ligacdes envolventes ao fragmento. Além disto, a producdo de caminhos ¢
bastante personalizavel e segue todos os requisitos propostos, sendo, deste modo, um

ponto bem concretizado.

Em termos de analise dos caminhos, ¢ possivel navegar temporalmente nestes e ter
acesso em tempo real aos dados de cada estado. E também possivel refazer e expandir
um caminho, de modo a perceber mais detalhadamente o comportamento daquela parte
da simulacdo da proteina. Adicionalmente ¢ possivel procurar cada um dos caminhos
produzidos em todas as corridas disponiveis. A procura de um caminho numa corrida ¢
feita de forma bastante simples e os dados obtidos permitem comparar o

comportamento de diferentes variantes da proteina.

A Subgraph Paths mostra-se entdo interessante na exposi¢do do comportamento da
proteina, quer pelo estudo de cada simulagdo isoladamente, quer pelo cruzamento dos

dados das simulagdes na procura de caminhos.
10.1.Trabalho Futuro

Como trabalho futuro existem diversas variantes de analise, nomeadamente em termos
de melhoramento da qualidade dos fragmentos extraidos que servem de base para a
producdo de caminhos, de melhoramento das funcionalidades da ferramenta e de

alargamento desta a outras patologias.

Os fragmentos obtidos pelo ParMol tém como caracteristica de extracao a frequéncia,
nao considerando assim a significAncia dos fragmentos. Contudo, sabe-se que, em
alguns casos, os fragmentos significativos podem ndo ser os que ocorrem a frequéncias

mais elevadas. Neste trabalho, a extracdo de fragmentos usando duas gamas de
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frequéncias, uma mais baixa e outra mais alta, veio de certo modo colmatar esta falha,
de modo a captar este tipo de fragmentos. Contudo, seria de interessante, futuramente, a
elaboracdo de um estudo sobre a significancia destes fragmentos. Este estudo poderia
resultar, por exemplo, num filtro sobre os fragmentos ja extraidos e em que estes seriam

escolhidos pela significancia.

Relativamente a ferramenta, existe uma série de melhoramentos que serdo futuramente
feitos, nomeadamente a ligacdo da ferramenta a um servidor onde nao sé estardo
alojados os fragmentos, as corridas e os caminhos, mas também onde correrdo os
algoritmos de producdo de caminhos. Posteriormente, serdo também introduzidas novas
funcionalidades ainda por debater. Uma destas, em principio, serd usando o Chimera
[Pettersen 2004], possibilitar a visualizagdo dos residuos de um fragmento ou de um

caminho num mondémero da proteina de forma tridimensional.

A semelhanga do que foi ditado na introdugio da dissertagdo, espera-se que a
ferramenta possa ser utilizada para estudar outras patologias para além da
Paramiloidose, nomeadamente outras doencas do grupo das amiloidoses. Assim sendo,
um dos projetos futuros serd a extracdo de fragmentos frequentes das simulagdes das
proteinas associadas a essas patologias e utilizagdo desses fragmentos na Subgraph

Paths. O mesmo se aplica para outras variantes da TTR (por exemplo, para a

Val30Met).
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Anexos

Anexo I — Proteinas

A. Funcodes das Proteinas

Funcao Descricao Exemplo
Catalisadores biologicos - sao moléculas que

Enzimatica aumentam a velocidade de wuma reac¢do, Enzimas
diminuindo a energia de activagao.
Ligam-se e  transportam  especificamente '

Transporte Hemoglobina
moléculas de um 6rgao para o outro.

Nutritiva Proteinas com alto teor nutritivo. Albumina
Servem como filamentos, cabos ou ldminas para .

Estrutural ' _ Colagénio
dar firmeza ou protecgdo a estruturas bioldgicas

Defesa Defendem o organismo de invasdes. Imunoglobulina
Ajudam a regular a atividade celular ou '

Hormonal Insulina

fisiologica.

Tabela 7 - Principais fungdes das proteinas (fonte: About.com Biology'?).

12 . .
Informagdes em http://biology.about.com/od/molecularbiology/Molecular Biology.htm.
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B. Tabela de aminoacidos

Familia do Aminoacido Designagao Simbolo com 3 letras
Lisina LYS
Basico Arginina ARG
Histidina HIS
Acido z’:\cido Aspartico ~ ASP
Acido Glutamico GLU
Asparagina ASN
Glutamina GLN
Polar (hidrof6lios) Serina SER
Treonina THR
Tirosina TYR
Triptofano TRP
Glicina GLY
Valina VAL
Leucina LEU
Isoleucina ILE
Nao Polar (hidrofobicos)
Prolina PRO
Fenilalanina PHE
Metionina MET
Alanina ALA
Cisteina CYS

Tabela 8 - Tabela de aminoacidos [Bray 1994].
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C. Identificacdo dos Aminoacidos presente na Transtirretina

Numero de Numero de Numero
ordem Aminoacido ordem Aminoacido de ordemn Aminoacido
1 GLY 44 PHE 87 PHE
2 PRO 45 ALA 88 HSD
3 THR 46 SER 89 GLU
4 GLY 47 SLY 90 HSD
5 THR 48 LYS 91 ALA
6 GLY 49 THR 92 GLU
7 GLU 50 SER 93 VAL
8 SER 51 GLU 94 VAL
9 LYS 52 SER 95 PHE
10 CYS 53 GLY 96 THR
11 PRO 54 GLU 97 ALA
12 LEU 55 LEU 98 ASN
13 MET 56 HSD 99 ASP
14 VAL 57 GLY 100 SER
15 LYS 58 LEU 101 GLY
16 VAL 59 THR 102 PRO
17 LEU 60 THR 103 ARG
18 ASP 61 GLU 104 ARG
19 ALA 62 GLU 105 TYR
20 VAL 63 GLU 106 THR
21 ARG 64 PHE 107 ILE
22 GLY 65 VAL 108 ALA
23 SER 66 GLU 109 ALA
24 PRO 67 GLY 110 LEU
25 ALA 68 ILE 111 LEU
26 ILE 69 TYR 112 SER
27 ASN 70 LYS 113 PRO
28 VAL 71 VAL 114 TYR
29 ALA 72 GLU 115 SER
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

VAL
HSD
VAL
PHE
ARG
LYS
ALA
ALA
ASP
ASP
THR
TRP
GLU
PRO

73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

ILE

ASP
THR
LYS
SER
TYS
TRP
LYS
ALA
LEU
GLY
ILE

SER
PRO

116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

TYR
SER
THR
THR
ALA
VAL
VAL
THR
ASN
PRO
LYS
GLU

Tabela 9 - Identificagdo dos aminoacidos presentes na TRR em relagdo ao seu nimero de ordem

na cadeia polipeptidica inicial.
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D. Variantes da Transtirretina

Focos geograficos

Variante Alteragao Fenotipo
(origem étnica)
Gly6Ser CGT—AGT Nao amiloidogénica  Caucasiana
Cysl0Arg TGT—CGT NA, O, C, PN EUA (Hungara)
Leul2Pro CTG—CCG NA, SNC, L, LM Reino Unido
Met13lle ATG—ATC Nao amiloidogénica  Alemanha
Aspl8Asn  GAT—AAT C EUA
Aspl8Glu GAT—GAA/G NA, PN América do Sul
Apsl8Gly  GAT—GGT SNC, LM Hungria
Val20lle GTC—ATC STC, C Alemanha, EUA
Ser23Asn AGT—AAT O, C,PN EUA (Portuguesa)
Pro24Ser CCT-TCT STC, C, PN EUA
Ala25Ser GCC—-TCC C, PN EUA
Ala25Thr GCC—ACC SNS, PN Japao
Val28Met  GTG—ATG NA, PN Portugal
Val30Ala GTG—-GCG NA,C EUA (Alema)
Val30Gly GTG—-GGG SNS,0,LM EUA
Val30Leu = GTG—CTG NA, C, R, PN Japao, EUA
Argentina, Brasil, China,
S — ey NA. O. LM, PN Finlandia, Franca, Alemanha,
Grécia, Italia, Japao, Portugal,
Suécia, Turquia, EUA
Phe33Cys  TTC—-TGC STC, O, R, C EUA
Phe33lle TTC—ATC O, PN Israel (Polaca)
Phe33Leu @ TTC—CTC NA, PN EUA (Polaca e Lituana)
Phe33Val TTC—GTC NA, PN China, Reino Unido
Arg34Thr AGA—ACA C, PN Italia
Lys25Asn AAG—AAC/T NA, C, PN Franca
Ala36Pro GCT—-CCT SNC, STC, O, PN Grécia, Italia, EUA
Asp38Ala GAT—-GCT NA, C, PN Japao
Trp4lLeu  TGG—-TTG O EUA (Russa)
Glu42Asp GAG—-GAC/T C Franca
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Glu42Gly
Phe44Ser
Ala45Asp
Ala45Ser
Ala45Thr
Gly47Ala
Gly47Arg
Gly47Glu
Gly47Val
Thr49Ala
Thr491le
Thr49Pro
Ser50Arg
Ser50Ile
Glu51Gly
Ser52Pro
Gly53Glu
Glu54Gly
Glu54Lys
LeuS5Arg
Leu55GIn

Leu55Pro

HisS6Arg
Leu58Arg
Leu58His
Thr59Lys

Thr60Ala

Glu61Lys
Phe64Leu
Phe64Ser
[le68Leu

GAG—-GGG
TTT-TCT
GCC—-GAC
GCC—-TCC
GCC—ACC
GGG—-GCG

GGG—C/AGG

GGG—GAG
GGG—GTG
ACC—GCC
ACC—ATC
ACC—AGG
AGT—AGG
AGT—-ATT
GAG—-GGG
TCT—-CCT
GGA—GAA
GAG—-GGG
GAG—AAG
CTG—CGG
CTG—GAG

CTG—CCG

CAT—AAT
CTC—-CGC
CTC—CAC
ACA—AAA

ACT—-GCT

GAG—AAG
TTT—CTT
TTT—-TCT

NA, C, PN
NA, O, C, PN
C, PN

C

C

NA, C, PN
NA, PN
C,R,PN
NA, STC, C, PN
STC, C, PN
C, PN

C

NA, C, PN
NA, C, PN

C

NA, C, R, PN
SNC, LM, N
NA, O, PN
NA, B, PN
LM, PN

NA, O, PN

NA, O, C, PN

C

NA, STC, O, C
STC, C

NA, C, PN

STC, C, PN

PN
STC, C, PN
SNC, E, LM, PN

ATA-T/ICTA C

Japdo, Russia, EUA
EUA, Japao
Irlanda, Italia, EUA
Suécia

Irlanda, Italia, EUA
Alemanha, Italia, Franca
Japao

Alemanha, Italia
Sri Lanka

Franca, Italia

Japao

EUA

Franca, Italia, Japao
Japao

EUA

Inglaterra

Franca

Inglaterra

Japao

Alemanha

EUA (Espanhola)
Taiwan, EUA
Alema)
EUA

(Holandesa,

Japao

Alemanha, EUA

Italia, EUA (Chinesa)

Australia, Alemanha, Irlanda,
Reino Unido, EUA, Japao
Japao

Italia, EUA

Canada (Italiana), Inglaterra

Alemanha, EUA
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Tyr69His
Tyr691le
Lys70Asn
Val71Ala
[le73Val
Asp74His
Ser77Phe
Ser77TyR
Tyr78Phe
Ala81Thr
[le84 Asn
[le84Ser
[1e84Thr
Glu89GIn
GIlu89Lys
His90Asn
Ala91Ser
GIn92Lys
Ala97Gly
Ala97Ser
Glyl101Ser
Prol02Arg
Argl03Ser
Argl04Cys
Argl04His
Ile107Met
Ile107Val
Alal08Ala
Alal09Ser
Alal09Thr
Alal09Val
Leull1Met
Serl12lle

TAC—CAC
TAC—ATC

AAA—AAC/T

GTG—-GCG
ATA—-GTA
GAC—CAC
TCT-TTT
TCT-TAT
TAC—-HTTC
GCA—ACA
ATC—AAC
ATC—AGC
ATC—CAG
GAG—CAG
GAG—AAG
CAT—-AAT
GCA—-TCA
GAG—AAG
GCC—-GGC
GCC—-TCC
GGC—AGC
CCC—CGC
CGC—AGC
CGC—-TGC
CGC—CAC
ATT—-ATG
ATT->GTT
GCC—-GCT
GCC—-TCC
GCC—ACC
GCC—-GTC
CTG—ATG
AGC—ATC

E

STC, C

STC, O, PN

STC, O, PN

NA, PN

Nao amiloidogénica
NA, PN

C,R,PN

PN, STC, P

C

STC,E, C

STC, E, C, LM
NA, C, PN

CTC, C, PN

NA, C, PN

Nao amiloidogénica
NA, STC, C, PN

C

C, PN

C, PN

Nao amiloidogénica
Nao amiloidogénica
C

Nao amiloidogénica
Nao amiloidogénica
C, PN

STC, C, PN

Nao amiloidogénica
PN

Nao amiloidogénica
Nao amiloidogénica
STC, C

C, PN

Escocia, EUA

Japao

Alemanha, EUA
Franca, Espanha
Bangladeche
Alemanha

Franca

Franca, Alemanha, EUA
Franca (Italiana)

EUA

EUA (Italiana)
Hungria, Suica, EUA
Alemanha, Reino Unido
Italia

EUA

Alemanha, Portugal
Franca

Japao

Japao

China, Franga, Taiwan
Japao

Alemanha

EUA

EUA

Japao, EUA (Chinesa)
Alemanha

Alemanha, EUA, Japao
Portugal

Japao

Portugal

EUA

Dinamarca

Italia
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Tyr114Cys

Tyrl114His
Tyrl16Ser
Tyrl19Met
Alal20Ser
del Vall122
Vall22Ala
Vall22lle
Pro125Ser

TAC—HTGC

TAC—CAC
TAT-TCT
ACG—ATG
GCT-TCT
del GTC
GTC—-GCC
GTC—ATC
CCC—TCC

NA, SNC, O, C, LM,

PN
CNS
NA, STC, PN

Nao amiloidogénica

NA, HCPN

SNC, STC, C, PN

O, C,PN
C

Nao amiloidogénica

Japao

Japao

Franca

Portugal, EUA
Caraibas

EUA (Espanhola)
Reino Unido, EUA
Africa, Portugal, EUA

Italia

Abreviaturas: C = Coragao; F = Figado; LM = Leptomeninges; N = Neuropatia; NA =
Neuropatia Autondémica; O = Olhos; P = Pele; PN = Polineuropatia; R = Rins; SNC: Sistema
Nervoso Central; STC = Sindrome do Ttinel Carpal;

Tabela 10 - Lista das variantes amiloidogénicas ¢ ndo-amiloidogénicas da TTR, adaptada de

[Connors 2003].

101



Anexo II — Grupos de fragmentos

Divisdo em grupos dos fragmentos extraidos das corridas considerando apenas os

contactos nativos.

Tamanho minimo Tamanho maximo

Numero de Frequéncia média
Corrida  Grupo encontrado encontrado
fragmentos (em percentagem)
(# de arestas) (# de arestas)
L55P1 1 4 3 4 76,03
1 11 4 6 72,42
L55P2
6 25 4 6 73,28
1 11 4 6 81,40
2 3 4 4 77,34
L55P3 3 83 15 16 77,13
5 3 3 3 76,55
6 44 7 9 78,68
2 23 4 7 74,95
L55P4 3 98 12 13 72,96
8 32 6 8 72,39
3 154 10 12 73,07
L55P5
8 70 8 9 72,01
1 89 7 10 73,30
2 21
WT2 3 5 76,88
3 154 11 13 72,17
6 57 4 7 73,42
1 1907 3 7 82,51
2 183 3 7 80,91
3 872 16 19 76,63
5 9 3 3 84,14
WT3
6 137 9 12 80,46
7 195 10 13 76,07
8 584 9 13 76,15
9 144 12 14 73,57

102



1 137

2 71
WT4

3 777

7 195

1 211
WT5 2 71

3 505

1 171

2 &9
WT6

3 583

9 207

AN O W W

10

14

11

12

16

11

73,65
76,07
72,69
73,28
73,42
76,06
72,29
74,64
75,83
73,50
73,84

Tabela 11 - Relagdo de cada corrida face aos grupos existentes € ao tamanho minimo ¢ maximo

¢ a frequéncia média dos fragmentos para cada grupo.
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Anexo III — Caminhos

A. Primeiro Exemplo

estado 1

108

estado 4

estado 3

17

108
118
118
estado 5 118
117
108
118
108
108 123
121 123 120
121
120

105
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118

108
117 estado 7 118 17 V 120
119
e 106
estado @
105
121
123
120
104
122
106
105
121 123
104

estado 10
108 an (s
121
121
123
122
123
104 0%
122
118
108
117
11
120
estado 11
106
estado 12
105
121
120
- 106
123 105
104 121

122

104

123
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118

118
108
120
M7 118
106

estado 13
105
121 estado 14
BE i 121 105
122
104 fss
117
estado 15
118 11@
120
120 estado 16
108
108
118
106 - 105
121
ER 105
123
123 122
122
104 104
118
== 108
11@
119
120 estado 18
estado 17
108
120
108
105
121 105
121
122
104 122
104
123

123
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123

s estado 20
estado 19
120
122 123
117
118 . 108
o 104
105
121
106
118 =
121
estado 22
estado 21 120
120 -
118
123 17 104
104 108
119 108 118
17 108
105 -
122 105
121
122
118
estado 23 estado 24
- 118 120
106
123
118 123
121
104 -
104
108
122 105
122
120 120
estado 25
estado 26 EE
108 104
121
121 122
118
17 o 105
118 104
105
122
estado 27 estado 28
121 123
123
104 T
118 122 118 121
120
108
(= 105 122

105

120
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123

123
estado 29 104 estado 30 (g
104
121 120
122
18 = B
121
105 117 118
17 —3 108
108 118 106
120
118
estado 31
120
117 106
123
a2 104
105
122
B. Segundo Exemplo
31
70
6
estado 1 =
89 bee 13
33
33 4 41 A
36 estado 3 @2
estado 2 @2 i me &4
-C] =
88 BH 83
a2 44 & 32
82 & 62
o =] 85
50
40
40 36
88 &6
6a 70
70 41 e a5
38
estado 4 4
33 40 (5]
M 33 =
88 84 o
43
=] &
@ -
62 estado 5
35
a3 72 62
32
40
- 103 449 G5
87
i =]
3z
59 2 84 103

61
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62

e - 64
- E B3
o5
o= i estado 9
&5
66 ag 72 103
36
41 . 8o
estado B .\ &7
33
70 34
@ &5
38 70
89 62 42
103 a3
43 & a0
44
= - 31
a2
62
84
103
40 66
103 & 65
. 0 84
estado 11 Py
60
35
@ " =
estado 10
33 B8
- 34 41
& 36
aa
43
5 -]
70
44 31
az 42
= 31
82
84
103 L
40
104
85 40 estado 13
65
B4
35 estado 12 103 1
=] gr
- o 66
® o2
8 70 @ o
- 33 a1 a5
70
72
a3
- 5 =]
ga
a2 44 42
3z
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B2

11
& 104
85
caminho 14 103
40 40
i
as a5
L]
o5 e
= @
# M
44
a2 70
33 33
70
72 44
3z
43
43
8a a3z
64
caminho 16 Ha
40 103
86
as
55 &8
41 L o5
© @
a3
72 o
o 3z
43
&g
3z
103 62
64 1
40 104
caminho 18
as
g5
86 62
o4
36
@ =
EEY 12
a3
az
ST
70 43

82 ]
64
=] 104
caminho 15
65
103
86
GE]
o5
30
5l
82
" 84 82 11
104 T
85
81
103
caminho 17
40
L]
35
36 B
]
12
ET
33
70
43
103 62
64 "
o caminha 19 =
= a5
&8
66
94
]
33
g @ =
3z
70 43
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Anexo IV- Mensagens de Erro da

Subgraph Paths

Erro Origem

Utilizador nao selecionou qual o fragmento inicial do
No fragment selected )

caminho.

Utilizador nao seleccionou, no campo file, o nome de
No file selected

No option selected

Fragmentation path not

possible

Any residue chosen

No final fragment chosen

The fragments are equal

Please select a slide value and

a threshold value

Chosen slide value invalid

Chosen observation value

invalid

Chosen threshold value invalid

um ficheiro para guardar os caminhos a produzir.
Utilizador solicitou a produ¢do de caminhos sem
indicar que tipo de expansao usar.

O fragmento selecionado ocorre na primeira frame da
corrida.

Utilizador selecionou a op¢ao Directed path mas nao
escolheu residuos.

Utilizador selecionou a opcao Use fragment mas nao
escolheu o fragmento.

Utilizador escolheu um fragmento final igual ou ¢ um
subfragmentos do fragmento inicial.

Faltam informagdes relativas ao tamanho de salto e
de threshold.

O tamanho de salto escolhido pelo utilizador ¢ menor
que uma frame ou maior que o tamanho de
observacao escolhido dos caminhos.

O tamanho da observagao escolhido pelo utilizador ¢
igual ou inferior a zero frames ou superior a
diferenca entre o tamanho total das corridas e a
primeira frame.

O threshold escolhido pelo utilizador ¢ menor que

zero ou maior do que 100.

Tabela 12 - Erros tratados na Subgraph Paths.
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Anexo V — Modelacao

A. Modelo de Dominio

8 = |8 |-
TRREEG
§ 3182188
A |A A A |A |A

-

. . .
.
ﬂ

Figura 46 - Modelo de dominio.
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B. Casos de Uso

de uso.

Figura 47 - Modelo de casos

113



C. Platform-Independent Model

Figura 48 - Platform-Independent Model.
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