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RESUMO

Nos ultimos anos percebe-se uma grande evolugdo nas simulacdes em dinamica molecular (DM), seja
em precisao dos resultados quando comparado ao mundo real, seja na capacidade de representar
sistemas bioldgicos complexos com milhares ou milhdes de atomos. Apesar de todos os avangos nas
teorias, algoritmos e infraestrutura computacional que dao suporte e confianga as simulagdes atuais,
uma questao pratica séria ainda persiste: a reprodutibilidade dos experimentos. Contribuem para isso
tanto a falta de protocolos mais padronizados, bem como a falta de documentacao abrangente do que
foi realmente realizado. No sentido de tentar contribuir na solugdo a esses desafios, esta tese objetivou
desenvolver, configurar, estruturar e verificar uma ferramenta que busca a automacao de protocolos e
workflows (chamada ProtCool) que possibilite o controle, a analise e a reprodugdo de experimentos
em dindmica molecular de proteinas e docking molecular com multiplos ligantes. Para a realizagao
desse objetivo principal, foi necessario percorrer pelos seguintes objetivos especificos: Modelar e
implementar o workflow para preparacdo da simulacdo de dindmica molecular; Modelar e implementar
o workflow para realizacao de dockings com multiplas moléculas; Realizar a implementacao de script
de gestao do workflow; Implementar a ferramenta de proveniéncia de dados, possibilitando que o
pesquisador tenha todos os arquivos e dados gerados durante a preparacao da simulagdo; Realizar a
automatizacao de preparacao de dindmicas moleculares; Executar apenas parte do workflow; Realizar
areprodutibilidade de experimentos e de metodologias de pesquisa; Integrar tudo isso numa ferramenta
chamada ProtCool; Verificar a ferramenta com estudos de casos envolvendo docking de ligantes com
acetilcolinesterase humana e protease principal (Mpro) do SARS-Cov-2. Como estudo de casos para
a validagdo e demonstragdo de uso da ferramenta, foram usados como alvos a acetilcolinesterase
humana, implicada em doengas como mal Alzheimer, e a protease principal (Mpro) do SARS-CoV-2,
o virus responsavel pela atual pandemia da COVIDI19. Para a acetilcolinesterase foram usados os
mesmos 4 ligantes (galantamina, licoramina, sanguinina e um ligante hibrido) e alvo (4EY 6) estudados
por Rocha (2017) como forma de verificar a implementagdo do ProtCool, em que se produziu
resultados equivalentes. Como forma de indicar o potencial uso do ProtCool na triagem virtual de
ligantes em larga escala, num problema relevante e atual, foi realizado o docking molecular de
multiplos ligantes (19637 do ZINC, 8752 do Drugbank e 8520 do SistematX, totalizando 36909
ligantes) em multiplos alvos (6 conformacdes diferentes amostradas por Metadinamica) envolvendo a
Mpro do SARS-CoV-2, tendo como resultado a geracdo de 4427839 poses (usando sistemas de
docking Vina e Smina). Com isso, foi possivel mostrar uma nova estratégia in silico de indicar
ligantes inéditos como candidatos a antivirais contra COVID19.

Palavras-chaves: Workflows, Dinamica Molecular, Docking Molecular, e-Science, ProtCool.



ABSTRACT

In recent years, a significant evolution in the simulations in molecular dynamics (DM) has been noticed
either in the precision of results compared to the real world or in the capacity to represent complex
biological systems with thousands or millions of atoms. Despite all the advances in theories,
algorithms, and computational infrastructure that give support and confidence to the current
simulations, a serious practical issue persists: the reproducibility of experiments. Other concerning
aspects are the lack of more standardized protocols, the lack of comprehensive documentation of what
has been accomplished. In order to try to contribute to the solution to these challenges, this thesis
aimed to develop, configure, structure and verify a tool that seeks the automation of protocols and
workflows (called ProtCool) that enables the control, analysis and reproduction of experiments in
molecular dynamics of proteins and molecular docking with multiple ligands. To achieve this main
objective, it was necessary to go through the following specific objectives: Model and implement the
workflow for preparing the molecular dynamics simulation; Model and implement the workflow for
performing multi-molecule dockings; Perform workflow management script implementation;
Implement the data source tool, allowing the researcher to have all the files and data generated during
the simulation preparation; Automate the preparation of molecular dynamics; Run only part of the
workflow; Perform the reproducibility of experiments and research methodologies; Integrate all this
into a tool called ProtCool; Check the tool with case studies involving docking of ligands with human
acetylcholinesterase and major protease (Mpro) from SARS-Cov-2. Human acetylcholinesterase,
implicated in diseases such as Alzheimer's disease, and the main protease (Mpro) of SARS-CoV-2, the
virus responsible for the current pandemic of the disease COVID-19, were used as targets in case
studies for validating and demonstrating the use of the tool. For acetylcholinesterase, the same 4
ligands (galantamine, lycoramine, sanguinine and a hybrid ligand) and target (4EY6) studied by Rocha
(2017) were used as a way to validate the implementation of ProtCool, producing equivalent results.
As a way of indicating the potential use of ProtCool in the virtual screening of ligands on a large scale,
in a relevant and current problem, the molecular docking of multiple ligands (19637 from ZINC, 8752
form Drugbank, and 8520 from SistematX, totaling 36909 ligands) on multiple targets (6 different
conformations sampled by Metadynamics) involving the Mpro of SARS-CoV-2 was carried out,
resulting in the generation 4427839 poses (using Vina and Smina docking systems). It was possible to
show a new in silico strategy to indicate new ligands as candidates for antivirals against COVIDI19.

Keywords: Workflows, Molecular Dynamics, Molecular Docking, e-Science, ProtCool.
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1. INTRODUCAO

No século XX, com o advento dos computadores, a Ciéncia investiu em um ramo com forte lastro
computacional, agregando novas modelagens, simulagdes, andlises numéricas e estatisticas
intrincadas. O computador foi ampliando espagos na pesquisa cientifica. A consequéncia desse avango
¢ a profusao de dados e da complexidade dos experimentos, em crescimento exponencial.

Nesse contexto, surgem os workflows cientificos que possibilitam que os experimentos sejam
organizados em atividades. Além disso, eles possibilitam que ocorra a gestdo e guarda de dados, a
reprodutibilidade de experimentos e a facilidade de uso. Assim, os sistemas gerenciadores de workflow
cientificos, também conhecidos como e-science, sdo descritos como uma opg¢do para que oS
experimentos in silico possam ser organizados e gerenciados (ALMEIDA et al., 2017).

Neste trabalho foi possivel a modelagem, implementagao e verificacao de workflows em quimica
computacional por meio da ferramenta denominada ProtCool: um que trata sobre a preparagdo de
experimentos de dindmica molecular e outro que possibilita a realizacdo de dockings moleculares com
multiplos ligantes, para realizacdo de virtual screening (VS). Cabe destacar que em quimica
computacional tais workflows se confundem com os protocolos que organizam e implementam as
execugdes das simulagdes moleculares. Esta confusdao ocorre uma vez que os protocolos sdao definidos
por ferramentas, parametros, passos, dados e uma sequéncia definida e isso também ocorre com os
workflows cientificos.

Os protocolos de dinamicas moleculares sdo a metodologia empregada para que a pesquisa possa
ser realizada. Assim, na definicido do protocolo o pesquisador deve especificar os detalhes da
preparagdo dos arquivos, ou seja, deve especificar as ferramentas utilizadas, bem como, os parametros
de cada uma das ferramentas. A ProtCool permite que o pesquisador, a partir da defini¢do do arquivo
de configuracdo, possa gerar diferentes protocolos para a preparagdo de simulacdes de dindmicas
moleculares ou docking molecular. Além disso, a ProtCool consegue realizar o registro e guarda dos
protocolos, bem como, dos arquivos gerados ao longo da preparacao e docking.

A ProtCool, conforme serd descrito no decorrer desta tese, trabalha com dois protocolos
(workflows) distintos. O primeiro protocolo € o de preparacao de dindmica molecular. Este protocolo
realiza a preparagdao de um sistema com receptor e ligante. Esta parte da ferramenta ¢ chamada de
ProtCool Dynamic. O segundo protocolo trata de docking de multiplos ligantes para realizacao de VS.
Esta parte da ferramenta ¢ chamada de ProtCool Docking.

O VS ou triagem virtual € o processo de busca de um conjunto de ligantes que possam ter uma
funcionalidade requerida. De forma geral, o VS pode ser classificado em: Target-Based Virtual
Screening — TBVS e Ligand-Based Virtual Screening — LBVS. As primeiras levam em consideragao
informacodes tanto do alvo quanto do ligante; as segunda, somente dos ligantes e geralmente ¢ usada
quando os alvos ndo sdo conhecidos. O docking ou ancoragem dos ligantes a um alvo conhecido ¢
exemplo de uma técnica TBSV (DE PINHO VELOSO, 2019).

Assim sendo, uma etapa importante € necessaria ¢ a realizacdo de dockings com multiplos
ligantes e que fornecam para etapas posteriores de mineracao de dados, as conformacdes e os scores
alcancados por cada ligante. A ProtCool Docking se insere nesse contexto, uma vez que possibilita
que dockings sejam realizados, com capacidade de utilizar ferramentas e algoritmos distintos,
oferecendo maiores chances de resultados mais abrangentes e robustos.

Para verificacdo dos resultados foram utilizadas as proteinas: Acetilcolinesterase Humana
(AchE) (WIESNER et al., 2007), envolvida em neuropatologias como o mal de Azheimer, € a principal
protease (Mpro) do SARS-Cov-2 (JIN et al., 2020), o virus responsavel pela atual pandemia da
COVIDI19.

A escolha dessas proteinas alvos deveu-se as suas importancias biomédicas e sanitarias. A doenga
de Alzheimer (DA) ¢ uma doenca degenerativa que afeta diversas pessoas, trazendo impactos tanto
para o paciente quanto para a familia, devido aos fatores sociais que envolvem a doenca, como perda
de memoria e modificacdes de personalidade que provoca nos pacientes (SERENIKI, VITAL, 2008;
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BORGES et al., 2018). Existem estudos que relatam que um possivel mecanismo de acdo da
neurodegeneracao ¢ a hipotese colinérgica (ROCHA, 2017). Nessa hipdtese a Acetilcolina € reduzida
em pacientes com DA e a Acetilcolinesterase ¢ uma das responsaveis para que iSso ocorra.
Medicamentos que inibem a ag¢ao da Acetilcolinesterase sdo utilizados de forma a regular a quantidade
de Acetilcolina no organismo (WIESNER ef al., 2007; BORGES et al., 2018). Neste trabalho sera
apresentado um estudo de caso com a Acetilcolinesterase, com o objetivo de demonstrar o uso do
ProtCool de preparagdo de dinamicas moleculares em proteinas.

O SARS-Cov-2 ¢ um coronavirus que causa a sindrome aguda respiratdria 2, responsavel pela
pandemia de 2020. Ainda ndo existem farmacos disponiveis para o tratamento eficiente da doenca (JIN
et al.,2020). A MPro do SARS-Cov-2 sera utilizada com o objetivo de demonstrar o uso do ProtCool
para realizagdo de docking com multiplos ligantes.

Foi desenvolvido um script gerenciador de todo o sistema que permite a gestao dos workflows
na ferramenta ProtCool. O script ¢ programado com atividades em paralelo e permite o registro da
proveniéncia de dados do sistema. Para facilitar a geragdo do arquivo de configuragdo para a execucao
dos workflows, foi desenvolvida uma interface grafica amigéavel, embora o ProtCool possa ser utilizado
sem ela.

Muitas sdo as razdes que justificam uma tese como esta. Uma mudanca importante foi a
introducdo da computagdo em diversas areas de pesquisa, possibilitando estudos de simulacdes de
fendmenos complexos. Além do uso da computacao para a realizagao de Ciéncia, a exploragdo de
grandes quantidades de dados (e-Science) fez com que os experimentos tivessem uma vasta quantidade
de informagdo a ser processada e analisada. Novas tecnologias sao necessarias, nesse contexto, sendo
uma importante tecnologia a utilizacdo de workflows, para facilitar o gerenciamento ¢ a
reprodutibilidade de experimentos (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2017).

Purawat et al. (2017) afirmam que, em geral, as dindmicas moleculares (MD) de alto desempenho
envolvem longas simulagdes, sendo executadas por muito tempo, gerando grande nimero de arquivos,
o que requer métodos computacionais que facilitem e organizem todo o processo. Os workflows, nesse
sentido, podem auxiliar construindo processos completamente automatizados, facilitando, com isso,
tanto a execucao de novas simulagdes quanto a replicacao de simulacdes ja realizadas.

Além disso, em experimentos de dinamica molecular (MD), uma das principais criticas ¢ a
reprodutibilidade de experimentos. A partir dos protocolos descritos na metodologia do trabalho, ¢
possivel refazer os experimentos, porém, nem sempre se tem todas as informacdes descritas
adequadamente. Assim, Purawat et al. (2017) ressaltam essa falha afirmando que reproduzir
experimentos publicados de MD pode ser bastante desafiador devido hé diversos fatores, tais como:
procedimentos de execugdo complicados que dependem de scripts desenvolvidos pelos usuarios,
reprodutibilidade técnica (compilador, biblioteca, algoritmo etc.), reprodutibilidade estatistica
(namero de réplicas do mesmo experimento) e relato incompleto dos métodos utilizados. A geracao
de workflows pode contribuir para melhorar a reprodutibilidade de experimentos, uma vez que com o
fluxo montado tem-se a estrutura para que novos experimentos sejam realizados, tanto para as mesmas
moléculas quanto para moléculas distintas. Com as ferramentas de workflows ¢ possivel nao sé
descrever o método utilizado, mas disponibilizar aos pesquisadores os codigos e os resultados
alcancados, facilitando a reprodutibilidade de experimentos.

E importante destacar que ndo se trata de reproduzir os experimentos de forma a se ter os mesmos
resultados. Os sistemas utilizados nesta pesquisa sdo nao deterministicos, assim, nao € possivel que se
chegue ao mesmo resultado. Porém, pode-se reutilizar os protocolos que sao utilizados. Além disso, o
armazenamento do protocolo e dos arquivos gerados durante o processo auxiliam na gestdo dos
laboratorios.

Dessa forma, a implementacdo de workflows possibilitara uma melhoria no dia a dia dos
pesquisadores, facilitando tanto a preparagdao de experimentos, quanto a sua guarda. Além disso, com
um controle maior da quantidade de dados gerada durante as pesquisas, sera possivel a realizagdao de
pesquisas com maior qualidade, trazendo ganhos para a comunidade académica.
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A QwikMD, que ¢ uma ferramenta que possibilita a preparagdo, execucao e analise de dinamicas
moleculares, utilizando para isso os sistemas VMD e NAMD (RIBEIRO et al., 2016), se assemelha
com a ProtCool, principalmente no que diz respeito ao workflow da dinamica (ProtCool Dynamic).
Porém, a QwikMD realiza a preparacdo de proteinas, enquanto o ProtCool Dynamic realiza a
preparagdo de proteinas complexadas a ligantes. Além disso, a ProtCool Dynamic possui um conjunto
de ferramentas que sdo associadas a ela permitindo que acertos na estrutura da proteina sejam
realizados. Assim, o Modeller, que ¢ uma ferramenta de modelagem que realiza os acertos dos gaps
identificados, ¢ utilizado. O ProtCool utiliza, também, um sistema de verificagdo da protonagdo, o
H++. A questdo das restrigdes harmonicas ¢ estabelecida, o que possibilita que o protocolo de
dindmica seja devidamente especificado pelo pesquisador. Isso garante que o pesquisador possa
determinar quantas MD sao realizadas para minimizagao e relaxamento, definindo todo o protocolo.
A ProtCool Dynamic também realiza o docking da proteina com diversos ligantes utilizando duas
ferramentas de docking. Isso possibilita a dindmica de complexos. Podem ser preparadas diversas
moléculas ao mesmo tempo. Estes pontos ndo foram identificados na QwikMD.

E importante destacar que esta pesquisa se enquadra na interface da area de quimica, ou seja, ela
ndo esta pautada em apresentar resultados puramente quimicos, mas sim, de apresentar uma nova
ferramenta que auxilia o quimico na realizacao das suas pesquisas. O objetivo desta tese € a de oferecer
um ferramental para controle de experimentos, contribuindo para a gestdo eficiente dos laboratorios
de pesquisa.

Na Secao 1 deste trabalho ¢ apresentada a introdugao, com a descri¢cao dos objetivos. A Se¢ao 2
¢ a responsavel pelo referencial tedrico do trabalho. Essa secdo esta dividida nos seguintes temas:
workflows cientificos, proveniéncia dos dados, BioNimbuZ e dindmica molecular. A Secdo Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada. apresenta a ProtCool e descreve a metodologia utilizada para o
desenvolvimento da ferramenta e as duas ferramentas ProtCool Dynamic e ProtCool Docking. A
Secdao Erro! Fonte de referéncia nio encontrada. apresenta a Acetilcolinesterase humana,
mostrando um estudo de caso de utilizagdo da ProtCool Dynamic. A Secao 4 apresenta o estudo de
caso da ProtCool Docking que foi realizado com a MPro da SarCoV-2. Finalmente a Se¢dao Erro!
Fonte de referéncia nao encontrada. apresenta as consideragdes finais da pesquisa, mostrando os
proximos passos a serem desenvolvidos.

1.1.0bjetivos

Desenvolver, configurar, estruturar e verificar uma ferramenta que busca a automagdo de
protocolos e workflows (chamada ProtCool) que possibilite o controle, a andlise e a reproducao de
experimentos em dindmica molecular de proteinas e docking molecular com multiplos ligantes.

Objetivos especificos:

1. Modelar e implementar o workflow para preparacao da simulacao de dindmica molecular;
1.  Modelar e implementar o workflow para realizacao de dockings com multiplas moléculas;
1ii.  Realizar a implementagdo de script de gestao do workflow;
iv.  Implementar a ferramenta de proveniéncia de dados, possibilitando que o pesquisador
tenha todos os arquivos e dados gerados durante a preparagdo da simulagao;
v.  Realizar a automatizacao de preparacao de dindmicas moleculares;
vi.  Executar apenas parte do workflow;
vii.  Realizar a reprodutibilidade de experimentos e de metodologias de pesquisa;
viii.  Integrar tudo isso numa ferramenta chamada ProtCool;
ix.  Verificar a ferramenta com estudos de casos envolvendo docking de ligantes com
acetilcolinesterase humana e protease principal (Mpro) do SARS-Cov-2.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Workflows Cientificos

A quantidade de informagdes e processos existentes em experimentos cientificos faz com que
sejam desenvolvidos workflows para gerenciar todo o processo. Um workflow pode ser entendido como
um conjunto de tarefas bem definidas que sdo ordenadas de forma a se atingir um objetivo especifico,
além disso, € importante que esses passos possam ser realizados de forma idéntica em uma segunda
execugdo (YU e BUYYA, 2005; SALDANHA, 2012, PURAWAT et al., 2017). Os workflows sao
compostos de: grupos de dados, fases de analise, fluxos e ferramentas (SALDANHA, 2012). O
workflow cientifico pode ser entendido como a automatizacdo de um experimento, em que ocorre
destaque as tarefas que devem ser executadas, aos dados que serdo processados, € as dependéncias
existentes entre os dados que estao em processamento (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014).

Os workflows cientificos executam uma grande quantidade de informagao, e as conexdes entre
as atividades mostram o fluxo que os dados devem percorrer a fim de gerar a informacao ao final do
processo (SALDANHA, 2012). Dessa forma, o fluxo de controle passa a ser apenas uma representacao
complementar de todo o processo (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). Workflows cientificos
possuem algumas caracteristicas e propdsitos particulares, sendo que esses devem respeitar uma ordem
para serem executados e precisam de uma modelagem e gerenciamento ad-hoc (HONDO et al., 2017).

Assim, os workflows cientificos devem ser preparados para execucdo de longa duragdo, com
grande quantidade de dados, recursos heterogéneos, varios dominios de aplicacao e disponibilidade de
recursos dindmicos (YU e BUYYA, 2005). Sao adequados para processos com multiplos passos de
analise, e que utilizam diversas ferramentas de software, realizando reutilizagao, tanto do fluxo quanto
dos dados (GULER et al., 2016).

Os Sistemas de Gerenciamento de Workflows (Workflows Management Systems — WIMS, Sistema
Gerenciador de Workflows — também chamados de e-Sciences) surgiram para facilitar essa atividade,
tendo como funcdo a automatizacdo da execucdo de workflows, e, também, possibilita o
monitoramento das fases de um workflow (SALDANHA, 2012). Os W{MS sdo sistemas
computacionais que possibilitam a execucao de aplicagdes cientificas que foram modeladas como
workflows, ou seja, que possuem atividades que tem uma ordem loégica (BRAGHETTO e CORDEIRO,
2014). Alguns exemplos de sistemas gerenciadores de workflow sdo: Discovery Net (ROWE et al.,
2003), Kepler (LUDASCHER et al., 2006), Taverna (HULL et al., 2006), Triana (TAYLOR et al.,
2005), e-science Central (HIDEN et al., 2013), BioNimbuz (SALDANHA, 2012).

Alguns requisitos que devem ser levados em consideragdo por WIMS, sdo eles: alta taxa de
processamento — os workflows, principalmente os cientificos, possuem uma grande quantidade de
dados, grande quantidade de tarefas e que precisam de muito tempo de processamento; facilidade de
uso — deve ser facil e intuitivo de se utilizar, com interface grafica amigavel; flexibilidade — possibilitar
a inclusdo de ferramentas, ja que cada workflow podera tratar de assuntos diferentes; modularidade —
os workflows devem ser tratados de forma a que cada tarefa seja um modulo, podendo ser reexecutado
apenas parte do workflow que foi afetado; tolerancia a falhas — o sistema deve se recuperar de falhas,
reiniciando o workflow na fase em que ocorreu o problema, sem a necessidade de se executar todo o
workflow novamente; reprodutibilidade — o sistema deve possibilitar a reproducao dos experimentos
(SALDANHA, 2012).

Purawat ef al. (2017) ressaltam a importancia dos workflows cientificos para realizar a
reprodutibilidade de experimentos. Essa reprodutibilidade ¢ tdo importante para refazer experimentos
de outros pesquisadores, quanto para validacdo de seus proprios experimentos (PURAWAT et al.,
2017). Além disso, deve-se atentar para aqueles experimentos que sdo realizados para diversas
moléculas diferentes. A reutilizacdo dos workflows acontece nos seguintes niveis: reutilizacdo com
parametros e dados diversos; modificacido do workflow para refinar o método de pesquisa;
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compartilhamento com outros pesquisadores, visando o trabalho em grupo (CUEVAS-VICENTTIN
et al., 2012). Estas trés formas de reutilizagdo sdo realizadas pelo ProtCool.

Diversos pesquisadores, para facilitar o trabalho em experimentos, desenvolvem scripts e vao
utilizando-os em cada etapa do experimento (PURAWAT et al., 2017). Os workflows podem facilitar,
ordenando e automatizando o processo, € com isso facilitard a reprodutibilidade, o desenvolvimento
de métodos e o treinamento de pesquisadores (PURAWAT et al., 2017). Nos workflows cientificos ¢
adequado considerar o desenvolvimento de scripts para a realizagdo das tarefas que devem ser
realizadas, mas eles podem obedecer a um conjunto de regras, tais como: o script pode ser interrompido
e, posteriormente, retornar a sua execucao; eles devem ser recuperdveis, mesmo que tenha que retornar
a um ponto anterior a sua execucao; os scripts devem ser executados remotamente € em paralelo, caso
existam condigdes técnicas para isto; a entrada de um script € realizada a partir de saidas de outros
elementos do processo (BARGA e GANNON, 2007).

Vantagens na utilizagdo de workflows cientificos nas pesquisas in silico: os workflows sao
normalmente desenvolvidos de tarefas repetitivas, possibilitando que os cientistas se concentrem mais
nas analises do resultado, do que no processo de geragao dos dados; os workflows documentam todo o
processo cientifico, garantindo uma melhor divulgacao, colaboragdo e reprodutibilidade; ¢ realizada
toda a proveniéncia de dados, o que auxilia em diversos momentos da pesquisa; 0s processos
cientificos sdo mais eficientes, trazendo maior agilidade; os sistemas de workflow facilitam e
incentivam a reutilizacdo dos diversos artefatos, facilitando a criacdo e a modificagao de workflows
(LUDASCHER et al., 2009). Assim, um item importante a respeito dos workflows é a sua modelagem,
ou seja, a construcao do modelo de workflow, sua execugao e verificagdo. Isso sera tratado na Secao
2.1.1.

2.1.1. Modelagem, Execucao e Verificagao de Workflows Cientificos

A Figura 1 apresenta o ciclo de vida de um workflow cientifico, que ¢ formado de quatro fases
principais, as quais sdo: projeto, instanciacdo, execucgdo, ¢ analise pds-execucao (BRAGHETTO e
CORDEIRO, 2014). Além dessas quatro fases, existe uma fase de hipoteses, experimentos e objetivos,
que ¢ a responsavel pela definicao do workflow como um todo (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014).
Internamente, ¢ importante ter a infraestrutura necessaria para que o workflow possa ser executado
(fontes de dados, repositorio de workflows, dados de proveniéncia e recursos computacionais), €,
também, o monitoramento em tempo de execucao, a partir dos dados de proveniéncia (BRAGHETTO
e CORDEIRO, 2014).

Deelman et al. (2009) e Ludéscher et al. (2009) trazem uma divisao um pouco diferente em seus
ciclos de vida do desenvolvimento do workflow, mas na verdade, analisando os processos verifica-se
que € apenas uma questao notacional, todas as atividades sao realizadas nos trés fluxos, em momentos
distintos. Para Deelman et al. (2009) as fases do ciclo de vida sdo: composi¢do, mapeamento,
execugao, metadados e proveniéncia. Deelman ef al. (2009) também consideram que pode ocorrer a
realimentacdo da modelagem, gerando novos workflows tanto das partes de um ja existente, como da
criacdo de versoes a partir dos resultados alcangados nas pesquisas. Luddscher et al. (2009) propdem
as seguintes fases: design e composicdo do workflow, planejamento dos recursos do workflow,
execugdao dos workflows, analise da execucdo dos workflows, compartilhamento dos resultados, e
fun¢des dos usuarios.

O workflow cientifico ¢ gerado a partir de hipoteses cientificas a serem testadas ou objetos de
pesquisa especificos que se deseja estudar (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). A partir dessa etapa
¢ gerado o projeto de workflow que sera desenvolvido e testado. O projeto de workflow ¢ um modelo
que sera seguido para que a hipotese de pesquisa possa ser testada (BRAGHETTO e CORDEIRO,
2014). Os modelos se baseiam muitas vezes na metodologia de pesquisa que serd desenvolvida. Alguns
projetos podem ser derivados de outros modelos ja testados, ou podem usar resultados de workflows
jéa existentes (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). Para Deelman et al. (2009), essa etapa ¢ chamada
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de composig¢ao, e os autores destacam que esse processo pode ser iterativo, podendo ocorrer a execugao
de partes do workflow para que o restante seja modelado. Os modelos de workflows sdo gerados pela
especificacio de requisitos dos cientistas (LUDASCHER et al., 2009). Nesse momento ¢ realizada a
programacao de cada tarefa do workflow, de forma que elas atendam a especificacdo dos requisitos,
nao € uma programac¢ao de um sistema tradicional, uma vez que os programadores devem se preocupar
com cada tarefa isoladamente, e nio com o sistema como um todo (LUDASCHER et al., 2009).

Figura 1 — Fases do ciclo de vida de um workflow cientifico. Mostra todas as etapas importantes
para que um workflow possa ser modelado, passando pelo projeto, instanciagdo, execucdo e analise
para prever melhorias no projeto. O ProtCool foi gerado a partir desse modelo, seguindo essas etapas
e se preocupando com os devidos armazenamentos.

Projeto do
/ Workflow \
Hipoteses, Instanciagao
Experimentos do Workflow
e Objetivos

v

Pés @ Execucao do
Workflow

Execucgdo

Fonte: Adaptado de Braghetto e Cordeiro (2014, p. 3).

A etapa de instanciacdo ¢ responsavel pela correta preparagdo do ambiente para que ocorram as
execugdes do workflow, que compreende a indicacao de arquivos (dados) de entrada e a definigdo de
parametros especificos por parte do desenvolvedor (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). Nesse
momento existe a alocagdo e a selecdo de recursos computacionais necessarios, € toda a parte de
transferéncia de arquivos iniciais (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). Deelman et al. (2009)
determinam uma etapa de mapeamento (similar a instanciagdo), em que as partes do workflow sao
tratadas isoladas, e enviadas para a execucdo, nesse momento, sdo realizadas as otimizagdes € o
escalonamento de recursos. Luddscher et al. (2009) realizam as atividades da instanciag¢ao na etapa de
planejamento dos recursos do workflow, nessa etapa sao determinados os recursos, que podem ser
estabelecidos tanto manualmente, quanto automaticamente por um sistema. Os autores também
destacam que nessa etapa toda a parte de validagao do workflow deve ser realizada de forma a garantir
que os requisitos dos pesquisadores sejam atendidos (LUDASCHER et al., 2009).

A fase de execugdo é a responsavel por processar o workflow. E o momento em que cada
atividade serd executada a fim de gerar os devidos resultados (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014;
DEELMAN et al., 2009; LUDASCHER et al., 2009). Toda a execucdo das atividades gera arquivos
intermedidrios e finais, que podem servir como entrada para a proxima tarefa (BRAGHETTO e
CORDEIRO, 2014; DEELMAN et al., 2009; LUDASCHER et al., 2009). Todo o percurso, resultados
e informagdes a respeito de cada execucdo de tarefa devem ser guardados, visando tanto uma
reproducao do experimento, quanto a recuperagao em caso de falha (BRAGHETTO e CORDEIRO,
2014; DEELMAN et al., 2009; LUDASCHER et al., 2009). E importante a coleta dos dados para a
realizagdo de uma proveniéncia de dados adequada e para a recuperacdo em caso de falhas
(LUDASCHER et al., 2009).
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A funcionalidade de guarda dos dados ¢ chamada de proveniéncia de dados, e serd descrita na
Sec¢do 2.2. Durante a execuc¢ao das atividades deve existir um monitoramento constante da execugao e
os dados de proveniéncia também auxiliam nesse momento, podendo o cientista analisar a qualquer
momento o andamento da sua execug¢ao e redefinir parametros para ajuste da execu¢cado (BRAGHETTO
e CORDEIRO, 2014). Sao os dados da proveniéncia que podem ser analisados para gerar ou editar
workflows, de modo a facilitar a melhoria e a geracao de pesquisas (DEELMAN et al., 2009).

A etapa de andlise pos-execugao € a etapa que apOs o workflow ser executado, o cientista terd em
maos um conjunto de resultados que deve ser analisado (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). A partir
dessa andlise, podem surgir novas hipdteses que trardo a necessidade de nova geracao de workflow
(BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). Assim sendo, ¢ possivel que a partir de uma andlise o cientista
verifique que o resultado esperado nao foi alcancado, fazendo com que o pesquisador modifique o
workflow e faca novas execugdes do experimento (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). Além disso,
o pesquisador ainda pode utilizar o mesmo workflow para gerar novos experimentos, com dados e
parametros de entrada distintos, gerando novas analises facilmente (BRAGHETTO e CORDEIRO,
2014). O cientista tem o papel nessa etapa de responsdvel pela andlise dos dados e pela tomada de
decisdo a partir dos dados coletados (LUDASCHER et al., 2009).

Os workflows cientificos tornaram-se mais complexos, o que requer métodos para que sejam
verificados de acordo com a sua corregdo (SILVA et al., 2010). Muitas vezes apenas se considera que
os workflows estao de acordo com os controles e as dependéncias definidas pelo pesquisador, mas os
workflows devem ser confidveis, o que requer que sejam especificados corretamente (SILVA et al.,
2010). Dessa forma, quando se garante a corre¢do de um workflow, existe uma diminuigdo do trabalho
do pesquisador, logo, técnicas de verificacdo sdo importantes ¢ devem ser aplicadas em workflows
(SILVA et al., 2010).

Segundo Silva ef al. (2010) os problemas de especificagdo que podem ser pesquisados sao:
deadlock (dois ou mais processos sao impedidos de continuarem as suas execucdes), falhas de
sincronizagdo, tempo de execucao, todas as atividades sdo executadas pelo menos uma vez e ordem de
execugdo das atividades (existem algumas atividades que sempre devem ser executadas em uma
determinada ordem).

Apo6s a modelagem do workflow € necessario realizar o seu escalonamento, que ¢ a etapa de
defini¢dao dos recursos necessarios para que cada atividade do workflow seja realizada, além da etapa
de codificagdo das atividades, de forma a possibilitar que o workflow seja executado (BRAGHETTO
e CORDEIRO, 2014). Nesse caso, o escalonamento deve ser redigido de acordo com a demanda, a
prioridade, a oferta de recursos e o tempo de execugdo (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). A
computacdo em nuvem pode ser utilizada para que se possa estabelecer uma maior quantidade de
recursos, mesmo que isso venha com algum custo adicional (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014).

2.2.Proveniéncia de Dados

A proveniéncia de dados pode ser entendida como o processo de geragao de um dado, desde a
sua origem, até quando ele é armazenado em um banco de dados (ALMEIDA et al., 2017). E
importante, pois € ela que possibilita que um pesquisador possa revisar os detalhes de um experimento,
permitindo a sua andlise, a validagdo, a revisao e a reexecucdo (ALMEIDA et al., 2017).

Os e-sciences tais como Kepler, e-Science Central e BioNimbuZ tém como sua principal
caracteristica a capacidade de armazenar e de compartilhar os dados que foram gerados, € os
experimentos que foram desenvolvidos (MISSIER et al., 2012). Para que haja a geracdo de
conhecimentos, ¢ confeccdo de artigos, diversos experimentos precisam ser gerados € os artigos
apresentam apenas algumas visoes do que foi gerado (MISSIER et al., 2012). Os resultados, mesmo
0s parciais, incorretos ou que nao foram selecionados devem permanecer organizados, e deve-se
permitir que sejam refeitos a qualquer momento (MISSIER et al., 2012). Hondo et al. (2017) acreditam
que o papel da ciéncia ¢ gerar conhecimento por meio de experimentos que possam ser de fato

23



reproduzidos. In silico essa tarefa nem sempre € corriqueira, pois muitas vezes os experimentos nao
sao adequadamente gerenciados (HONDO et al., 2017).

Além disso, na pesquisa in silico, existem diversos programas e parametros que podem ser
utilizados, e a definicdo e a utilizagdo dos parametros e programas afetam os dados gerados e os
resultados alcancados. As configuragdes computacionais sdo importantes para que ocorra a
reprodutibilidade (HONDO et al., 2017). A geracao da proveniéncia de dados em workflows possibilita
a reproducdo de experimentos, com 0s mesmos parametros de entrada, ou a mudanca de alguns
parametros, com o objetivo de analisar quais sdo mais importantes para o problema proposto, sem a
perda de dados anteriores.

Os e-Sciences devem possuir a habilidade de proveniéncia de dados. Purawat et al. (2017)
reforgam a importancia da reprodutibilidade de experimentos, que ¢ alcangada por meio da
proveniéncia de dados. A reprodutibilidade realizada pela proveniéncia de dados ¢ conseguida a partir
do conhecimento da trajetoria dos dados ao longo da execugao do workflow (HONDO et al., 2017).

A reutilizagao de workflows ¢ eficaz em diversos niveis: podem ser reutilizados com parametros
e dados diferentes, podem modificar o fluxo, os fluxos podem ser compartilhados com outros cientistas
e grupos de pesquisa para realizarem trabalhos semelhantes, e podem utilizar parte do fluxo para
geracdo de outras pesquisas (LUDASCHER et al., 2009). Todos estes tipos de reprodutibilidade sdo
realizados pela ProtCool.

Os fatores que possibilitam a reutilizacao de workflows sdo: descrigdes das fungdes e finalidade
do fluxo, documentagdo dos servicos realizados (se possivel com exemplos de dados de entrada e
saida), proveniéncia adequada dos dados, restricdes de propriedade e permissdes de utilizagao,
qualidade do fluxo, dependéncias de outros fluxos, dados, componentes (LUDASCHER et al., 2009).

E importante na proveniéncia, ndo s6 o dado de entrada, mas o processo que o transformou no
produto que foi armazenado (GUIMARAES et al., 2015). Além de informar sobre o uso de dados, a
proveniéncia permite a tomada de decisdes a partir de execugdes anteriores do workflow, possibilitando
que novas pesquisas sejam realizadas e com maior qualidade de resultados (LUDASCHER et al.,
2009).

Algumas informagdes de proveniéncia que devem ser armazenadas sdo: dados de entrada,
parametros definidos pelo cientista, registro de atividades executadas, tempo de inicio e término de
cada atividade, recursos empregados na execugdo das atividades, referéncias para dados de entrada e
saida de cada atividade, dentre outras (BRAGHETTO e CORDEIRO, 2014). A proveniéncia nao
ocorre apenas em relagdo aos dados, mas podem ocorrer a gravacao de versoes distintas de workflows,
apresentando as diversas modifica¢des que podem ter ocorrido ao longo do processo de construcao da
pesquisa (CUEVAS-VICENTTIN et al., 2012).

2.3.BioNimbuZ

E-science ¢ um termo que foi introduzido pela primeira vez por John Taylor em 2001 (APPEL
et al.,2016), com o objetivo de denominar a infraestrutura necessaria para possibilitar as colaboragdes
e o trabalho multidisciplinar em 4reas da ciéncia. Existem dimensdes importantes para o
desenvolvimento de um e-science, que sao: a constru¢ao de uma infraestrutura computacional para uso
distribuido ou para processamento de larga escala; a produgdo e o uso intensivo de dados; € a
colaboragdo entre atores da ciéncia, pelo compartilhamento de esfor¢os, dados e/ou recursos
computacionais (APPEL et al., 2016). Contudo, ¢ importante ressaltar que o uso de e-sciences ¢ para
a pesquisa cientifica, e os recursos sao compartilhados para a exploragdo dos dados (APPEL et al.,
2016). Os e-sciences sao responsaveis por possibilitar apoio técnico para os pesquisadores, sem que
eles precisem se preocupar com esses problemas, mas apenas com a sua pesquisa (BRAGHETTO e
CORDEIRO, 2014). A ProtCool consegue realizar este apoio ao cientista, eliminando os problemas
técnicos e permitindo que o pesquisador se preocupe apenas com os problemas da pesquisa.
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As plataformas de e-science web existentes possuem uma arquitetura em trés camadas. Na
primeira camada esta o frontend da aplica¢do que ird fornecer a interface com o usudrio do sistema; a
segunda camada possui a parte administrativa do sistema, com o gerenciamento de tarefas,
configuracdes e gerenciamento de usudrios; e a terceira camada € a que controla o banco de dados da
aplicacdo. As plataformas possuem seguranca sofisticada (Polyakov et al., 2015).

Existem diversos sistemas gerenciadores de workflows, que podem ser chamados de e-
Sciences, tais como Kepler (ALTINTAS et al., 2004), e-Science Central (HIDEN et al., 2011) e
BioNimbuZ (MENDES, 2018).

O BioNimbuZ (SALDANHA, 2012) ¢ uma plataforma de nuvem federada, proposta inicialmente
por Saldanha (2012), na UnB. Foi desenvolvido com o objetivo de suprir a necessidade de se ter uma
maior capacidade de processamento, armazenamento € outros recursos necessarios a aplicagoes de
Bioinformatica (MOURA, 2017). Aceita a integragao de nuvens publicas, privadas e comunitarias,
sendo que cada provedor mantém as suas politicas e caracteristicas internas (MOURA, 2017). Uma
caracteristica importante do BioNimbuZ ¢ que o usuario pode utilizar os diversos servigos de todas as
nuvens federadas de forma transparente, ou seja, ele ndo tem conhecimento de qual nuvem esta fazendo
uso (MOURA, 2017).

O BioNimbuZ foi projetado com o objetivo de facilitar a execucao de workflows em plataformas
de nuvens federadas. Foi desenvolvido visando simplicidade, velocidade e eficiéncia na entrada de um
provedor na federacdo (SALDANHA et al., 2012).

A submissao de Jobs (servicos dos workflows) € a principal atividade do BioNimbuZ. Cada job
passa a ferramenta que sera utilizada e quais os parametros para a sua execucao. No BioNimbuZ ¢
possivel enviar um ou mais Jobs em uma unica submissdo, isso possibilita, por exemplo, que um
mesmo servigo seja realizado com parametros diferentes ou que diversos servigos de um mesmo tipo
sejam realizados diversas vezes. O BioNimbuZ ndo realiza a associagdo entre os varios Jobs
executados simultaneamente, isso indica que cada job sera considerado como se tivesse sido realizado
de forma individual (SALDANHA, 2012).

A arquitetura da plataforma ¢ composta de quatro camadas: aplicagdo, integragcdo, nucleo e
infraestrutura. A Camada de Aplicacao ¢ a responsavel pela integragdo entre a aplicagdo do usudrio e
os servigos disponibilizados pela plataforma que ficam na Camada de Nucleo. Para fazer a interface
entre as duas camadas, existe a Camada de Integragdo, que ¢ responsavel pelo gerenciamento dos
dados que sdo transferidos entre as duas camadas. Na camada de Infraestrutura, estdo os plug-ins de
cada provedor. A camada de Infraestrutura ¢ formada por diversos provedores de nuvem, cada um com
a sua infraestrutura e um Plug-in que possibilita a comunicagao e o gerenciamento do BioNimbuZ. Na
camada de Nucleo se encontram os servigos controladores do BioNumbuZ. Na Camada de Aplicacao
estdo as interfaces do usuario e os workflows dos usuarios (SALDANHA, 2012; SALDANHA et al.,
2012; MOURA, 2017; ROSA, 2017; ROSA et al., 2016).

A existéncia do plug-in de integracao, presente na Camada de Infraestrutura ¢ responsavel pela
flexibilidade e escalabilidade da plataforma, pois possibilita a inclusao de novos provedores, uma vez
que ¢ esse plug-in que realiza o0 mapeamento das demandas para o devido provedor (MOURA, 2017).

As aplicagcdes de usuarios (quarta camada) podem ser de varios tipos, como paginas web, linhas
de comando, interface grafica, sistemas gerenciadores de workflow, entre outros (SALDANHA, 2012).
Esses servicos coletam as agdes que os usuarios desejam realizar e passam para que o nucleo do
BioNimbuZ possa realizar a sua execu¢do, escolhendo a nuvem em que serd processada
(SALDANHA, 2012).

A Camada de Aplicagdo possui uma inferface web que permite ao usuario a entrada das agdes
que deseja executar na federagcdo (MOURA, 2017; VERGARA, 2017). A ferramenta possibilita o
gerenciamento de workflows, com a criagao e o acompanhamento do status de execugdo, e, também, a
gestdo do armazenamento de arquivos, possibilitando a entrada de arquivos e todo o seu controle
(MOURA, 2017; VERGARA, 2017).
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O BioNimbuZ permite a integracdo da arquitetura AProvBio, que executa a proveniéncia de
dados, utilizando o modelo PROV-DM (PROV Data Model) e um banco de dados de grafos
(ALMEIDA et al., 2017, HONDO et al., 2017). No modelo apresentado pode-se executar a
proveniéncia prospectiva (busca os passos a serem seguidos para a realizagdo de uma pesquisa),
retrospectiva (busca os dados que sdo gerados a partir da execugdo das atividades) e a definida pelo
usudrio (usudrio determina as informagdes pertinentes para a sua pesquisa) (ALMEIDA et al., 2017).
Além disso, pode-se dizer que a proveniéncia ¢ realizada em nivel de captura executada, pois busca
informacodes de atividades realizadas no workflow; ou em nivel de atividade, pois busca os dados
gerados pela execugdo do processo (ALMEIDA et al., 2017).

No modelo proposto pelo BioNimbuZ, pode-se considerar os seguintes beneficios (ALMEIDA
etal., 2017, p. 2120): gerenciamento da implementagdo dos resultados dos experimentos, capacidade
de armazenamento e reexecu¢do de cada fase, maior confiabilidade em experimentos posteriores,
usudrios podem revisar as suas conclusdes e fazer novas descobertas.

A proveniéncia de dados do BioNimbuZ utiliza a solugdo de banco de dados NoSQL, que traz
como vantagens: as solugdes sdao escaldaveis, permitindo processamento distribuido; alta
disponibilidade; consideram um esquema flexivel (podem tratar dados estruturados ou nao-
estruturados) (HONDO et. al., 2017). A utilizacdo de banco para o armazenamento da proveniéncia
tem como beneficios: controle de acesso, seguranga, processos de transacdo além da existéncia de
outros recursos (GUIMARAES et al., 2015).

As limitagdes do BioNimbuZ sdo: devem ser gerada imagens de maquina virtual que serao
instaladas nas méaquinas virtuais, ja que o BioNimbuZ nao possui funcionalidade para o gerenciamento
e a distribuicao das aplicagdes; pode ser necessaria a instalagdo manual de aplicagdes nas nuvens; o
mecanismo de instalagdo do BioNimbuZ também nao ¢ bem definido, necessitando de diversos
procedimentos para a implantagdo de seus componentes; todos os servicos do BioNimbuZ sdo
desenvolvidos em uma aplicagdo monolitica, sendo necessaria toda a sua execu¢ao, mesmo que seja
necessario apenas parte dos servigos do sistema (ALVES, 2017). Para tratar esse ultimo ponto, Alves
(2017) propds o desenvolvimento do BioNimbuZBox que utiliza a tecnologia de containers para
resolver essas limitagoes.

Contudo, uma das vantagens do BioNimbuZ ¢ que como a plataforma foi projetada para ser
independente de ferramentas e banco de dados, com isso outras aplicagdes podem ser adaptadas e
utilizar a infraestrutura proposta, bem como, novos workflows podem ser propostos (ROSA et al.,
2016). Os novos workflows podem ser facilmente implementados, ja que a ferramenta possibilita a
execuc¢ao de qualquer workflow cientifico (ROSA et al., 2016).

Mendes (2018) propds uma remodelagem para o BioNimbuZ, gerando uma nova versao para a
plataforma, o BioNimbuZ 2 (ou BioNimbuZ versao 2). Essa nova versao foi proposta de maneira
hierarquica e distribuida, possuindo camadas bem divididas e plugins de nuvens como microsservigos,
visando total independéncia, o que garante maior tolerancia a falhas (MENDES, 2018). A nova
arquitetura permitiu uma diminui¢do de custos, uma vez que possibilita uma maior flexibilidade na
execugdo das tarefas e pela divisdo do nucleo em diversas partes (GOMES, 2018). Outra grande
vantagem ¢ com relacao a manutencao, ja que € possivel realizar modificagdes de forma independente
em cada camada da plataforma (GOMES, 2018).

Essa nova proposta de arquitetura foi projetada para incorporar as principais caracteristicas da
nova versao. Na proposta, a arquitetura foi estruturada em quatro camadas, as quais sao: Camada de
Aplicagao (Servicos Web para que os usudrios possam interagir com a plataforma); Camada de
Federacdo (possibilita a criacdo de federagdes de nuvens), Camada de Coordenagao (coordena o fluxo
e realiza o monitoramento de execugdo das tarefas) e Camada de Execugdo (processa a tarefa e realiza
o monitoramento do seu estado e de recursos utilizados) (MENDES, 2018, GOMES, 2018).

Na Camada de Aplicagdo estdo disponiveis os seguintes servigos: Servigo Web — disponibiliza
paginas web para que os usuarios possam interagir com a plataforma; Servico de Seguranca —
responsavel pelo armazenamento dos dados de autenticacdo e credenciais de servico de rede, além de
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possibilitar o acesso de multiplos usuarios, com isolamento de dados; Servico de Armazenamento —
responsavel pelo armazenamento de arquivos de entrada e saida das tarefas executadas; Servico de
Predicdo — realiza a distribuicao dos servigos de nuvem pelas credenciais cadastradas no sistema;
Controlador de SLA — responsavel pelo controle dos SLAs, garantindo que os acordos nao serao
violados (MENDES, 2018, GOMES, 2018).

A Camada de Federacao ¢ a responsavel por gerenciar a federagao de nuvens, o que € realizado
pelo ambiente ZooKeeper (ZOOKEEPER, 2018) e pelos plugins que implementam as funcionalidades
dos diversos provedores de nuvem. Os plugins possuem servigos e controladores, os quais sao: Servigo
de Descoberta — possui informagdes de tabelas de precos e tipos de recursos de computacao e
armazenamento da plataforma de nuvem; Servico de Provisionamento — responsavel por
alocar/desalocar maquinas da nuvem; e Controlador de Credenciais — realiza o controle das credenciais
cadastradas, passando as informagdes necessarias ao sistema para que a nuvem possa ser utilizada
(MENDES, 2018, GOMES, 2018).

A Camada de Coordenacao controla as tarefas e as atividades criadas pelos usuarios por meio do
TC (Task Coordinator — Coordenador de Tarefa). Os TCs solicitam a execucao das tarefas para o TE
(Task Executor — Executores de Tarefas) que fazem parte da Camada de Execugdo. A execugdo das
tarefas ¢ realizada pelo TE por meio de trés passos: download de arquivos, execugdo da aplicacao e
upload dos arquivos gerados (MENDES, 2018).

A Camada de Coordenagdo possui quatro servigos para que as suas atividades possam ser
realizadas, que sdo: Servico de Monitoramento — realiza o monitoramento dos TEs, o consumo de
recursos do TC e do TE; Servigo de Dependéncias — monitora as dependéncias existentes entre as
tarefas, de forma a definir as proximas atividades e a verificar se as atividades foram encerradas;
Servigo de Elasticidade — define quando aumentar ou diminuir os recursos alocados; Servigo de
Escalonamento — divide as tarefas que devem ser executadas na nuvem (MENDES, 2018, GOMES,
2018).

Ja a Camada de Execug¢do possui trés servigos, que sao: Servico de Aquisicdo de Recursos —
responsavel por obter os arquivos de entrada necessarios ao processamento; Servico de Execucao —
responsavel pelo ciclo de vida das tarefas e pelo seu monitoramento; e, Servigo de Persisténcia —
responsavel pelo upload dos arquivos gerados (MENDES, 2018).

Todas as camadas possuem a tolerancia a falhas. Isso ¢ importante, uma vez que a comunicagao
envolve todas as camadas da Arquitetura, o que requer uma tolerancia a falhas efetiva (MENDES,
2018). Uma vantagem de fazer a implementagao de tolerincia a falhas em cada uma das camadas ¢ a
possibilidade de se definir niveis de tolerancia diferentes para cada uma das camadas (GOMES, 2018).

2.4.Dinamica Molecular

A quimica computacional ¢ um ramo interdisciplinar da quimica que utiliza softwares dedicados
para resolver problemas quimicos e bioquimicos (FERNANDES, 2011) Alguns campos sao:
Modelagem Molecular, Simulacdo Molecular, Quimiometria, Quimioinformatica ¢ Bioinformatica
(FERNANDES, 2011). Alguns métodos computacionais existentes sdo: ab initio e DFT; mecanica e
dindmica molecular; Monte Carlo; docking; entre outros.

A dinamica molecular (MD, do inglés Molecular Dynamic) ¢ uma simula¢ao que permite que
diversos estudos possam ser realizados em moléculas. Estes estudos fornecem informacgdes a respeito
do comportamento dindmico microscopico das moléculas em estudo, levando em consideracdo o
tempo em que estes comportamentos ocorrem (NAMBA ef al., 2008). Para a realizagdo de simulacdes
de dinamicas moleculares ¢ necessaria uma preparagao do sistema que esta sendo estudado, sendo para
isso utilizados protocolos neste processo (PURAWAT et al., 2017). Devido a quantidade de etapas
necessarias para a preparacao destes sistemas, e da quantidade de opg¢des disponiveis para que uma
preparagdo seja efetuada, um tempo consideravel do pesquisador acaba por ser exigido. Pensando-se
em diminuir esse tempo e melhorar o processo de pesquisa dos laboratorios, foi idealizada a ferramenta
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ProtCool que trabalha com a definicdo de protocolos. Essa ferramenta serd melhor descrita neste
trabalho.

A dindmica molecular possibilita a visdo temporal e espacial a nivel molecular (ABRAHAM et
al., 2015). Tem seu inicio na década de 70, com a quimica de polimeros e a biologia estrutural, e era
utilizada para realizar estudos de propriedades moleculares como flexibilidade, distor¢ao e
estabilizacao (PRONK et al., 2013).

As simulagdes utilizam campos de forga (veja definicdo mais adiante), que possibilitam por
exemplo, o enovelamento de proteinas; predizer as interagdes existentes entre receptores e ligantes e
previsdo de propriedades funcionais de receptores, dentre outras funcionalidades (ABRAHAM et al.,
2015; PRONK et al., 2013).

A dindmica molecular pode ser utilizada como uma ponte entre a teoria e o laboratorio. Ela
possibilita que experimentos sejam testados e validados com dados da dinamica, ao mesmo tempo em
que dados da dindmica podem ser validados por dados experimentais (ALLEN, 2004).

Segundo Martinez et al. (2007, p. 414) "a Dinamica Molecular ¢ uma técnica computacional em
que se determinam os movimentos das particulas de qualquer sistema, do qual se conhecem o potencial
de interagdo entre as particulas e as equacoes que regem seu movimento". A dindmica molecular gera
uma série de conformagdes instantaneas, que juntas mostram a trajetéria da molécula ao longo do
tempo (MACHADO et al., 2007).

A dindmica molecular pode tanto seguir a mecanica classica de Newton, quanto a mecanica
quantica (GEORG e CANUTO, 2007). A mecanica quantica possibilita estudos mais fundamentais
das moléculas, no nivel atdmico (estruturas eletronicas) (GEORG e CANUTO, 2007). Hoje em dia
existem métodos que seguem puramente a dindmica quantica, a dindmica classica e existem também
métodos hibridos. Nesta tese, a atual versao do ProtCool opera apenas com protocolos e workflows de
dindmicas moleculares cléssicas.

A dinamica molecular classica permite seguir a trajetoria de cada atomo de uma molécula,
considerando a mecanica molecular classica de Newton (GU e BOURNE, 2009). A MD mostra as
movimentagdes que as moléculas efetuam, determinando as diversas configuragdes de cada
constituinte, ¢ as propriedades da molécula (MARTINEZ et al., 2007). A dinimica molecular é
responsavel por rastrear as posi¢cdes dos atomos nas moléculas ao longo do tempo, gerando uma grande
quantidade de dados que deve ser analisada (MCGIBBON et al., 2015). E possivel considerar em uma
MD a movimentagdo de ions € moléculas individuais (Shen ef al., 2016).

Para que isso possa ser realizado a MD — a partir de condigdes iniciais, possuindo as coordenadas
espaciais e velocidade de cada atomo, considerando as condig¢des do sistema (temperatura, pressao e
volume) e o campo de for¢a desejado — determina a trajetéria dos dtomos, de acordo com a evolugao
temporal. Além de todos esses pontos, ha que considerar a influéncia dos demais 4tomos e moléculas
pertencentes ao sistema (SOARES, 2009).

Para que os softwares de dinamica molecular possam ser executados e gerar os resultados
descritos acima, eles executam os seguintes passos, a partir da estrutura de partida do sistema:
caracterizagao dos parametros do campo de for¢a escolhido para todos os 4&tomos do sistema; definicao
de velocidades iniciais para todos os atomos do sistema, respeitando as condi¢des termodinamicas
estabelecidas; depois de um determinado intervalo de tempo previsto, atualizagdo dos dados de
posicionamento dos atomos; realizacao de célculos da energia potencial total, que ¢ incidida sobre esse
atomo por todos os demais atomos, de acordo com o campo de forga definido; calculo da energia total
em cada atomo; calculo da aceleragdo de cada atomo e entao volta-se a atualizar o posicionamento dos
atomos e segue-se os demais passos, até que o tempo de simulagdo ainda ndo tenha sido alcangado
(ROCHA, 2017).

Assim, os usuarios de MD observam a trajetdria molecular, a partir de defini¢des iniciais, € € por
essa trajetoria que realizam as suas inferéncias a respeito do sistema (ABRAHAM et al., 2015). E
possivel, com a dindmica molecular realizar estudos de sistemas biologicos e quimicos para
complementar os experimentos existentes, além de possibilitar a defini¢ao de técnicas experimentais
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a serem utilizadas (SALOMON-FERRER et al., 2013). Para realizar essas analises sdo necessarios
novos sistemas, ferramentas, analises, mais hardware e mais visualizagdes de todos os dados que foram
gerados (MCGIBBON et al., 2015).

Além disso, um fator importante da MD ¢ que os efeitos de temperatura das moléculas ndo podem
ser desconsiderados. E importante destacar que nas simulagdes classicas de MD, as ligagdes quimicas
ndo sdo rompidas, ndo existem interagdes entre orbitais € ndo existem ressonancias sendo
representadas (MARTINEZ et al., 2007).

Alguns exemplos de pacotes de simulagio sdo: AMBER! (4ssisted Model Building with Energy
Refinement) (SALOMON-FERRER et al., 2013); CHARMM? (Chemistry at Harvard
Macromolecular Mechanics) (BROOKS et al., 1983); NAMD? (Not Another Molecular Dynamics)
(PHILLIPS et al., 2020); TINKER* (Software Tools for Molecular Design) (RACKERS et al.,2018);
GROMOS® (Groningen Molecular Simulations) (GUNSTEREN et al., 1996); GROMACS®
(ABRAHAM et al., 2015); DL_POLY’ (Daresburg Laboratory Polyatomic Simulator) (SMITH et al.,
2002) (MARTINEZ et al., 2007) .

2.4.1. Etapas da Dinamica Molecular

Quando se realiza uma dindmica molecular envolvendo alvos e ligantes (o objeto de estudo desta
tese), existem diversas etapas necessarias para a preparacdo das moléculas, de forma que a dinamica
possa ser realizada com sucesso (PURAWAT et al., 2017; MARTINEZ et al., 2007). Dentre as
atividades realizadas algumas se destacam, sdo elas: configuragdo inicial das moléculas; docking
molecular (atracamento molecular) dos ligantes; modelagem molecular do alvo (proteinas);
protonagdo; definicdo do campo de forga; solvatacdo e ionizagdo; realizagdo das simulagdes da
dindmica molecular. Para cada um desses itens, uma se¢ao ird descrever melhor os passos.

2.4.1.1.Configuragdo inicial das moléculas

Na configuragdo inicial do sistema, as moléculas sdo preparadas para que possa ocorrer a
simulagdo. Nesse processo, deve-se, entre outras coisas, recuperar o arquivo com as coordenadas
atomicas da molécula alvo, no caso desta tese, sempre uma proteina (ROCHA, 2017). O principal
repositorio de coordenadas atdmicas biomoleculares é o PDB® (Protein Data Bank). Esse banco de
dados possui um conjunto de moléculas resolvidas por difracao de raio-x e outras técnicas (ROCHA,
2017). No caso de proteinas, os arquivos PDB fornecidos possuem diversas informacdes, além das
coordenadas atdmicas, como a qual residuo de aminoacido o atomo pertence, numero do residuo, tipo
de estrutura secundaria, fatores de temperatura, ocupancias, entre outras informacdes (ROCHA, 2017).

Uma limpeza desse arquivo ¢ realizada nas fases iniciais do workflow, de forma a possibilitar
que o arquivo esteja livre de ocupancias, que a numeragao dos residuos e atomos seja adequada e que
ele esteja preparado para as demais fases do processo de prepara¢ao da dindmica molecular.

2.4.1.2. Docking Molecular

! http://ambermd.org

2 https://www.charmm.org

3 https://www ks.uiuc.edu/Research/namd/

4 https://dasher.wustl.edu/tinker/

3 http://www.gromos.net

S https://www.gromacs.org

7 https://www.scd.stfc.ac.uk/Pages/DL_POLY .aspx
8 https://www.rcsb.org
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O conceito existente no docking ¢ o de chave-fechadura, ou seja, duas moléculas encaixam, para
se complementarem (DE PINHO VELOSO, 2019). O docking ¢ composto de: representacdo das
moléculas (arquivos do receptor e do ligante); defini¢do do local onde o ligante sera inserido (sitio
ativo, definido por um pocket); algoritmo que realiza a busca pelas melhores poses de inser¢ao no
pocket definido; método de pontuagdo (scores) que avalia a melhor pose encontrada (DE PINHO
VELOSO, 2019).

O docking molecular € necessario na dinamica molecular de estudos de complexos proteina-
ligante para se definir uma pose inicial. O docking molecular serve para a realizagdo do atracamento
de uma molécula ligante em um local do receptor, por exemplo em um sitio ativo. Eles sdo muito
utilizados em estudos de otimizagao de poses quanto para selecdo de potenciais inibidores entre uma
quantidade de moléculas (virtual screening) (ROCHA, 2017). Para que consiga recuperar uma pose,
essas ferramentas amostram uma quantidade de poses em um local determinado no receptor. Essas
amostras sao ranqueadas e comparadas de acordo com uma fun¢do de avaliagdo (scoring function)
(ROCHA, 2017). Nesse estudo sdo consideradas caracteristicas de afinidade eletronica, as interacdes
intermoleculares entre o ligante e complexo, além das especificidades do complexo formado,
permitindo uma compreensao das propriedades fisico-quimicas e das interagdes energéticas do sistema
(DE MEDEIROS FILHO et al., 2020).

Para a realizacdo de docking, além da molécula do receptor que foi recuperada na fase anterior,
¢ necessaria a busca da molécula do ligante. Essa busca ¢ realizada em bases de dados especificas, tais
como: ZINC? (STERLING; IRWIN, 2015), DrugBank10 (WISHART et al., 2018), dentre outras bases.

Os itens importantes para que o docking ocorra sdo: as moléculas do receptor e ligante que serao
estudadas; o pocket alvo que sera utilizado (local que serd considerado para a inser¢ao do ligante no
receptor); o algoritmo que fard a busca pela conformacao do ligante dentro do pocket definido; e o
score, que ¢ um método de pontuacao que permite avaliar a pose alcangada pelo ligante (DE PINHO
VELOSO, 2019). Os dois processos principais sdo a docagem (encaixe) da molécula no seu alvo
(pocket escolhido) e a pontuacdo que determinard o quao fortemente a interacdo entre o receptor e
ligante foi estabelecida (BALLESTER, 2010).

Existem diversos softwares para realizacdo de docking, tais como: Autodock Vina'' (TROTT;
OLSON, 2010), Smina'* (KOES; BAUMGARTNER; CAMACHO, 2013), Molegro'? (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006). Na presente versao do ProtCool, ¢ possivel trabalhar com Autodock Vina e
Smina.

2.4.1.3.Modelagem Molecular

A modelagem molecular, no contexto desta tese, ¢ usada para tentar resolver as lacunas existentes
na proteina alvo, como cadeias laterais incompletas ou algas com residuos faltantes. Uma forma de se
resolver essas lacunas ¢ por meio da modelagem por homologia, utilizando-se como modelo estruturas
similares as que estdo sendo modeladas. Para isso, os softwares normalmente necessitam das posi¢des
faltantes para buscar as sequéncias corretas que estariam presentes no local (ROCHA, 2017).

Para que o processo de modelagem seja realizado ele deve passar pelos seguintes passos:
identificacdo do homologo que sera utilizado como modelo; alinhamento entre a sequéncia que se
deseja modelar e o modelo que mostra como deveria ser a estrutura dessa sequéncia; geracdo do
backbone; modelagem dos loops existentes; modelagem das cadeias laterais; otimizagao do modelo; e
validacao do modelo (KUNTAL et al., 2010).

% http://zinc15.docking.org

10 https://go.drugbank.com

' http://vina.scripps.edu

12 https://sourceforge.net/projects/smina/

13 http://molexus.io/molegro-virtual-docker/
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A modelagem comparativa ¢ uma técnica em que se prevé a estrutura 3D de uma sequéncia de
proteina, realizando a comparagdo e o seu alinhamento com proteinas mais conhecidas que servem de
modelos (WEBB; SALI, 2016). Um software bastante utilizado para esse fim é o Modeller'* (WEBB;
SALI, 2016). O Modeller ¢ um programa para modelagem comparativa de estruturas de proteinas que
utiliza o alinhamento de uma sequéncia a ser modelada com as estruturas do modelo (WEBB; SALI,
2016).

2.4.1.4.Hidrogénios e Protonacao

As estruturas cristalograficas de proteinas que sdo recuperadas no PDB nem sempre possuem
informacdes sobre os d&tomos de hidrogénio presentes na estrutura e, com isso, ndo podem ser utilizados
para estudos de estados de protonacao. Com isso, € necessario se utilizar métodos tedricos para a busca
dos estados de protonagdo de estruturas cristalograficas (SOUZA; SANT'ANNA, 2012). Algumas
ferramentas que fazem esse estudo sao: H++'> (ANANDAKRISHNAN; AGUILAR; ONUFRIEV,
2012), PropKa'®* (SONDERGAARD et al., 2011), Epik!” (SHELLEY et al., 2007), entre outras. Na
presente versdo do ProtCool a verificagcdo e acerto da protonagao € realizada usando-se o H++.

O estado de protonacao ¢ importante pois ele interfere na distribui¢do de cargas e pode afetar a
solubilidade e permeabilidade, além de afetar as conformacgdes previstas para a molécula, os modos de
interacao e afinidade de ligantes, o que afeta as interagdes proteina-ligante (SHELLEY, 2007).

Os estados de protonacao (ionizagao) dos diferentes grupos acido e basico modificam a estrutura
e a fungdo das macromoléculas. Uma das condigdes que podem ser afetadas sdo as afinidades dos
ligantes para com as proteinas, logo a protonagao dos sitios ativos ¢ importante nesse contexto (SITE
H++, 2021). Fazer o estudo computacional da protonacdao acaba por ser mais barato, uma vez que a
determinagdo da protonacao de todos os grupos por meio de RMN acaba por ser inviavel (SITE H++,
2021).

O H++ leva em consideragado a posi¢ao do grupo de estudo dentro da molécula e as caracteristicas
do solvente para conseguir identificar o estado de protonagao de cada elemento da estrutura. Adiciona
hidrogénios que estejam ausentes na estrutura de acordo com o pH do sistema. O H++ utiliza a
abordagem baseada na eletrostatica classica e na mecanica estatistica bdsica, realizando assim,
aproximacoes da realidade. Mas ainda ndo realiza ajustes heuristicos e nem aproximagdes empiricas
para grandes conjuntos de dados.

2.4.1.5.Definicao de Campos de Forga

Existe um conjunto de parametros e equagdes que devem ser ajustados, de forma a garantir o
comportamento adequado das moléculas durante as dindmicas (MARTINEZ et al., 2007). A esse
conjunto de parametros e equagdes da-se o nome campo de forga. O campo de forca descreve as
equagdes envolvidas na energia potencial, ou seja, como ¢ realizada a interagdo entre os diversos
atomos e quais sao os seus parametros (GARGANO, 2009).

A MD ¢ responsavel por resolver um conjunto de equagdes de Newton para um conjunto de
atomos, utilizando para isso campos de for¢a convencionais ou customizados (SOMOGYTI et al.,
2016). Os campos de for¢a sao compostos por termos independentes que podem identificar: a vibragao
linear de um estiramento, a deformagdo angular, as tor¢des de angulos diedros e as interagdes entre
pares de atomos nao ligados covalentemente (interacdes de van der Waals e eletrostaticas)
(GARGANO, 2009).

14 https://salilab.org/modeller/

15 http://biophysics.cs.vt.edu — versio 3.2

16 https://github.com/jensengroup/propka

17 https://www.schrodinger.com/products/epik
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As contribuicdes de cada uma dessas forgas sdo diferentes para cada atomo (ou conjunto de
atomos) existente na molécula simulada, e elas sdo determinadas por um conjunto de parametros
ajustados de acordo com dados experimentais (GARGANO, 2009). Logo, cada campo de forca ¢
preparado para a simulacao de um tipo de molécula de estudo e cada parametro do campo de forga ¢
determinado a partir de dados experimentais e/ou por aproximagdes quanticas (GEORG e CANUTO,
2007).

A escolha do campo de forca € uma etapa essencial para o estudo, pois ele que determinara as
forgas que agirdao sobre cada atomo, indicando como sera a evolugdo no tempo da dinamica. Existem
diversos campos de for¢a disponiveis para proteinas, lipidios, sacarideos e outras moléculas organicas,
como: OPLS'® (Optimized Potentials for Liquid Simulation) (LEAVER-FAY et al., 2013); Amber
(SALOMON-FERRER et al., 2013); Gromos (GUNSTEREN et al., 1996); CHARMM (BROOKS et
al., 1983). Na presente versao do ProtCool permite-se trabalhar com os campos de for¢a do tipo
AMBER.

Para que simulagdes de proteinas estejam mais proximas do seu contexto biologico, ¢ necessario
especificar o solvente, seja de forma implicita ou explicita (AGUILAR, 2009). Nesse sentido, deve-se
determinar a caixa de simulacdo (cubica, ortorrombica, ou outra geometria), que contera o sistema
proteina-ligante-solvente. Além disso, € necessario determinar as dimensdes da caixa; as condi¢des
periodicas de contorno; as posigdes iniciais das particulas na caixa de simulagdo e quantidade minima
de particulas a serem tratadas (ABRAHAM et al., 2015).

No caso das proteinas, deve-se buscar a sua estrutura no PDB (Protein Data Bank) e deve-se
adicionar as moléculas do solvente e contra-ions (MARTINEZ et al., 2007). Contra-ions sdo
introduzidos de forma a tornar o sistema proteina-ligante-solvente eletricamente neutro. O célculo de
distribuicao de cargas deve ser realizado, pois essa distribui¢do tera papel fundamental na energia do
sistema (AGUILAR, 2009).

2.4.1.6.Realizagdo da dinamica molecular

A realizacdo da dinamica molecular necessita que alguns passos sejam realizados, tais como a
minimizac¢do de energia, aquecimento, equilibrio, para s6 depois colocar o sistema em produgao. Isso
¢ necessario, uma vez que todo o processo de preparacdo da dinamica realiza uma modificagao na
proteina cristalografica (se for o caso), alterando o seu ambiente original (ROCHA, 2017). Alguns
processos visam, entdo, diminuir possiveis artefatos ou situagdes irrealistas que poderiam afetar os
resultados das andlises, tais como um par de atomos colocados a uma distdncia proibitiva ou
improvavel. Com isso, algumas pequenas simulacdes sao realizadas de forma a garantir que o sistema
seja colocado em um estado inicial em que os efeitos de transi¢do podem ser desprezados (ROCHA,
2017). Essas etapas iniciais s3o a minimizagao € o relaxamento.

Na etapa de minimizagdo o sistema ¢ colocado energeticamente em um minimo local. Nessa
etapa a energia potencial ¢ o maior parametro de mudanca do sistema (PURAWAT et al., 2017). A
minimizacdo de energia ¢ uma tarefa realizada antes que as simulagdes possam ser realizadas e ela
busca calcular as coordenadas de forma a encontrar a energia potencial minima do sistema (DA CRUZ
et al., 2009). Quando o sistema esta minimizado, ele possui for¢as pequenas entre os d&tomos e, com
1sso, ¢ uma boa estrutura de partida para que as simula¢des de dindmica molecular possam ser
realizadas (NAMBA ef al., 2008).

O equilibrio inicial € responsavel por equilibrar o solvente e os ions dispostos ao redor da
molécula (CALIXTO et al., 2015). Essa etapa garante que o sistema ndo entre em colapso ou num
estado absurdo. O equilibrio busca, a partir de passos graduais, o equilibrio térmico do sistema sob
determinadas condig¢des. A etapa de equilibracdo ¢ realizada a partir de uma configuracao inicial e

18 https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/opls
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deve ser acompanhada de forma a garantir que o sistema saiu da configuracio inicial (MARTINEZ et
al., 2007).

O periodo de equilibrio vai depender do sistema que esta em estudo, mas ele busca coincidir com
o equilibrio termodindmico desse sistema (NAMBA et al., 2008). O equilibrio ¢ realizado de forma a
evitar variagoes bruscas da energia total do sistema e que ele pode ser dividido em duas fases: uma
com restricdes no movimento das moléculas e outra sem as restrigdes (NUNES, 2015).

O processo de relaxamento ¢ realizado aplicando-se restrigdes harmonicas ao sistema (ROCHA,
2017). Essas restricdes sao aplicadas tanto em ligantes quanto na proteina. A ideia da restricao
harmdnica ¢ fazer com que um atomo tenha a sua mobilidade reduzida, com isso, forcas fazem com
que o atomo permaneca proximo da sua posi¢ao inicial ou ideal. Um processo de relaxamento, com
1sso, ¢ realizado por meio da diminui¢ao gradual e planejada das restrigdes do sistema. Ao final desse
processo planejado, sao iniciadas as MDs produtivas (ROCHA, 2017).

A producdo executa as simulacdes em um ambiente fisiologico simulado, em sistemas
biologicos. E a etapa que possibilitara a avaliagdo do problema que se deseja estudar (PURAWAT et
al.,2017). O tempo de simulacao necessario vai depender tanto dos processos dinamicos que estao em
estudo, como da convergéncia estatistica das propriedades que estao sendo consideradas. Na producao
alguns valores sdo registrados ao longo da dindmica para posterior analise, tais como: coordenadas e
velocidade atomicas; propriedades fisico-quimicas de interesse. A defini¢gdo do tempo do passo em
uma dinamica ¢ uma importante informagao que o pesquisador deve se preocupar, além de se definir
o tempo total de simula¢io desejado (MARTINEZ et al., 2007).

Deve-se realizar varias rodadas de simulagdo para que se obtenha um conjunto de dados e
trajetorias que de fato representem o sistema que esta sendo simulado. E o pesquisador que determina
o numero de rodadas, o que pode ser realizado observando-se o valor médio das propriedades de
interesse, verificando se o valor convergiu para os valores que se deseja estudar (MARTINEZ et al.,
2007).
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3. PROTCOOL
3.1.Metodologia

Pelo que foi descrito na Se¢do 2.1.1, existe um modelo que descreve como deve ser realizada a
modelagem, projeto, inser¢ao, execugao e analise de workflows (Figura 1). Essas etapas sdo:

1. Hipoteses, Experimentos e Objetivos — Estabelecer os workflows a serem desenvolvidos;
ii.  Projeto do workflow
a. Modelagem do workflow
1. Definir Tarefas do workflow
ii. Definir arquivos de entrada
iii.  Validar workflow
1ii.  Instanciagdo do worklflow
a. Definir parametros do workflow
b. Desenvolver scripts
c. Preparar arquivos de entrada
d. Preparar ambiente de execu¢do do workflow
iv.  Execucao do workflow
v.  Analise pos-execucdo
a. Analisar resultados do workflow
b. Definir proximos passos

A primeira tarefa € a de “Hipdteses, Experimentos e Objetivos”. Nesta etapa partiu-se da hipotese
de que era possivel o desenvolvimento de um workflow em que fosse possivel a automatizagdo de todo
o processo de preparagao de dinamicas moleculares de complexos (proteina-ligante). Nesse caso, o
problema ¢ o de desenvolver o workflow de preparagao de dindmicas moleculares cléassicas, de forma
que o pesquisador possa ser liberado dessa tarefa rotineira e passe a dedicar mais tempo para realizagao
de analises de resultados.

Partindo desta hipotese, era necessario o desenvolvimento do projeto do workflow. A etapa de
Projeto necessitava da modelagem do workflow, com a definicdo de tarefas, arquivos de entrada e a
validagdo do workflow. Para a defini¢do das tarefas foi necessario o estudo de ferramentas utilizadas
em uma preparacao de dindmica molecular, além de se estabelecer a ordem de execugdo de cada uma
destas tarefas. A Secao 2.4.1 apresenta as etapas de uma dinamica molecular e esta informagao foi o
ponto de partida para que um workflow fosse modelado, de forma a atender a hipdtese levantada. Neste
trabalho foram seguidas as etapas propostas, porém, cada uma das etapas teve que ser detalhada em
diversas tarefas, de forma a que fossem adequadamente realizadas. Nessa fase de projeto do workflow
foi necessario realizar o desenho do workflow apresentado na Figura 2.

O workflow da dinamica foi dividido em seis partes: Configuracdo Inicial das Moléculas;
Docking Molecular; Modelagem Molecular; Protonagdao; Campo de Forga, Solvatacao, lonizagdo;
Preparar Arquivos da Dinamica. Cada uma destas etapas ¢ formada por uma série de scripts que
permitirdo a execucado de todos os passos necessarios para que a preparagao seja realizada. Conforme
pode ser observado, esta definicdo nao so estabelece o workflow que serd seguido, bem como a base
para a geragdo de protocolos de pesquisa a serem executados pelo sistema.

Apo6s a definicdo de cada uma das tarefas propostas no workflow, era necessario definir os
arquivos de entrada e saida de cada um dos scripts. Isso foi realizado a partir do estudo de cada uma
das tarefas que deveriam ser executadas. Houve o estudo tanto do objetivo de cada parte, bem como
dos sistemas que estavam em cada uma das tarefas definidas. Cada um dos sistemas requer e gera
arquivos especificos, o que auxiliou como ponto de partida para a defini¢do inicial de cada etapa.
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Figura 2 — Visio do protocolo completo do ProtCool Dynamic. E possivel visualizar o protocolo
completo da ProtCool Dynamic.
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Fonte: Autores.

Com todos os dados, foi necessario realizar a validagao dos resultados, a partir do modelo. Essa
validacao ¢ importante uma vez que foram desenvolvidos scripts e a validagao evita retrabalho. Toda
a validagao foi realizada observando-se se todas as etapas possuem as suas entradas e saidas definidas

e se todas as tarefas do workflow estao devidamente encadeadas, sendo permitida a execucao de cada
uma das partes do sistema.
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Com o workflow definido pode-se realizar a Instanciacdo. A instanciagdo ¢ a etapa do
desenvolvimento completo do sistema. Uma informagdo importante que foi descrita anteriormente ¢
que, diferente de um desenvolvimento de software comum, em que se pensa em todo o sistema de uma
unica vez, na instanciagdo de workflows, deve-se tratar de cada um dos scripts de forma isolada. Isso
garante que cada passo fard apenas uma Unica atividade e uma tarefa possa ser utilizada em outros
workflows, garantindo uma das formas de reprodutibilidade. O desenvolvimento de scripts, desta
forma, foi realizado um a um, garantindo que todos os arquivos de entrada e saida do sistema fossem
adequadamente encadeados no processo.

Aqui ¢ importante uma série de definigdes a respeito do workflow, tais como, o que ¢ trabalho da
ferramenta de gestdo do workflow e o que deve ser gerado pelas tarefas modeladas; quais tarefas do
workflow serdo automadticas, quais precisam de auxilio do usudrio e quais serdo completamente
realizadas pelo usuario; quais tarefas requerem o uso de ferramentas externas ao processo € quais sao
essas ferramentas. A preparagdao dos arquivos de entrada e de saida de cada uma das tarefas ¢
responsabilidade dessa etapa do processo. Além disso, existe a definicdo de quais das tarefas deveriam
ser implementadas em paralelo, de forma a garantir agilidade ao processo e, ao mesmo tempo,
utilizacao de todos os recursos disponiveis.

Para a efetivacao dessa etapa, foram assim desenvolvidos:

1. Scripts de cada tarefa do workflow;
ii.  Defini¢des de entradas e saidas de cada processo, bem como a defini¢ao do fluxo a ser
seguido;
1. Criacdo do arquivo de configuracdo para que as opgdes do usuario pudessem ser
disponibilizadas;
iv.  Desenvolvimento de interface grafica para preenchimento dos arquivos de configuragao,
de forma a facilitar o uso do sistema;
v.  Desenvolvimento dos scripts principais de cada workflow, que controlam o fluxo e
acesso a cada um dos scripts.

Outro cuidado durante o desenvolvimento do sistema € a criacao de scripts com processamento
paralelo, o que garante rapidez ao processo de execucdo do sistema. Também foi estabelecida toda a
forma de proveniéncia de dados do sistema, garantindo que todos os dados gerados ao longo do
processo sejam adequadamente armazenados.

Apo6s o desenvolvimento do software, foi necessario se pensar na estrutura dos arquivos de
entrada e saida do sistema, garantindo todo o processo de execugdo do sistema. Com a instanciagao, e
preparagdo dos arquivos, € importante que todos os scripts e dados de entrada estejam disponiveis para
a execugao do sistema.

Para que os processos sejam executados, foi necessario o desenvolvimento de scripts de gestao
do workflow. Este script ¢ responsavel por fazer toda a gestdo das execugdes e realizar todo o
processamento do sistema. O controlador € o responsavel pela geréncia de todo o processo, desde o
envio dos arquivos e a execugao dos scripts desenvolvidos. Ele controla toda a execugdo, podendo o
pesquisador verificar o status do processo a qualquer momento e, ao final, disponibiliza os arquivos
para que o pesquisador possa recuperar e fazer as devidas andlises. Para facilitar a gestdo de arquivos
do sistema, todos os arquivos sdao disponibilizados em pasta definida pelo pesquisador, nao
necessitando que o pesquisador ao final do processo realize o download dos arquivos gerados. Além
disso, o recurso de paralelismo ¢ utilizado de forma a garantir maior rapidez na execucao dos
workflows.

Para efetuar a execugdo do workflow € importante garantir que os arquivos iniciais estejam
presentes no sistema. No caso do ProtCool, tem que ser garantido que o arquivo de configuragao esteja
com os dados da dinamica que se deseja executar, com todos os seus elementos. Foram gerados dois
scripts iniciais que validam o arquivo de configuracao gerado. Estes scripts sao responsaveis por
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checar se todas as tags obrigatorias estdo presentes no arquivo, além disso, eles também verificam se
as tags estao preenchidas e se possuem valores validos. Nem todas as fags possuem um padrao de
digitacdo, porém, aquelas que possuem padrdo serdo validadas. Isso possibilitara a reducao
consideravel de erros de usudrios do sistema, pois garante que a entrada de dados foi realizada de
maneira correta. Também foi desenvolvida uma interface de preenchimento do arquivo de
configuracdo, que auxilia neste processo.

A execugdo do sistema foi realizada com o desenvolvimento de dois estudos de caso, mostrando
como se prepara todos os arquivos e os resultados que foram alcangados.

Apo6s a execugdo, foi realizada a analise pos-execugdo. Nessa analise pode-se perceber que o
workflow atendia ao proposto. Além disso, percebeu-se que seria possivel desenvolver outros
workflows a partir do workflow gerado inicialmente. Com isso, foi desenvolvido o workflow de docking
para multiplos ligantes. O processo foi derivado do workflow original, senso passado por todo o
processo de geracdo de modelagem workflow, para garantir que o sistema fosse definido com
qualidade. A Figura 3 apresenta o modelo do workflow de docking gerado.

Figura 3 — ProtCool Docking — virtual screenig. O processo inteiro ¢ formado por 7 tarefas. As
tarefas sdo desenvolvidas em paralelo, bem como, existem algumas atividades que internamente,
também, foram desenvolvidas em paralelo. Maiores detalhes podem ser visualizados no texto.
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Fonte: Autores.

Com isso, durante o processo de desenvolvimento do workflow, foram gerados dois modelos que
acabaram por gerar uma ferramenta, a ProtCool, que hoje ¢ dividida em dois moddulos:
ProtCool Dynamic (preparagdo de dindmica molecular de complexos) e ProtCool Docking
(realizacao de docking de multiplos ligantes).

Para cada um dos workflows, foi gerado um arquivo de controle e gerenciamento do workflow:

i.  ProtCool_Dynamic — ProtCool Dinamica.py;
ii.  ProtCool_Docking — ProtCool Docking.py.

Esses scripts especiais possibilitam a execugdo de atividades em paralelo, bem como a execugao
de tarefas que ja foram programadas para serem realizadas em paralelo. Esses scripts foram preparados
para que, no caso de necessidade de geracao de apenas parte do workflow, basta acertar o arquivo de
configuragdo e disponibilizar os arquivos necessarios para cada uma das tarefas na pasta determinada.
Isso facilitara a execugdo das atividades do workflow.

Existem alguns campos no arquivo de configuragdo que controlam a execu¢dao do
ProtCool Dinamica.py,indicando se todas as atividades deverdo ser executadas, sdo eles:

1. [Prepare]—indica que a primeira etapa do workflow, configuragao inicial das moléculas
sera realizada;
1.  [Docking] — indica que o docking sera realizado;
1.  [MolecularModel] — indica que a modelagem molecular sera realizada;
iv.  [Protonation] — indica que a protonagdo sera realizada;
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v.  [ExecutionForceField] — indica que a etapa de defini¢ao de campo de forga, solvatagao
e ionizagao serdo realizadas;

vi.  [PrepareNamd] — Indica que a etapa de preparagao final dos arquivos de configuracao
sera realizada.

Todos os campos acima conterdo como opgao apenas “Yes” ou “No”. Essa possibilidade nao
funcionard se ndo existirem os arquivos conforme descrito no processo na pasta (mesmos nomes €
todos os arquivos presentes). Ou seja, isso permitira apenas que o pesquisador possa optar por
exemplo, em rodar até a parte de docking, verificar a escolha do workflow e prosseguir com o processo
desse ponto em diante, sem a necessidade de executar todo o workflow novamente.

Isso também permitira que o pesquisador possa optar por outras ferramentas que ainda nao estao
contempladas no workflow e realizem a insercdo dos arquivos necessarios para que o workflow
continue do passo que parou. Mas o pesquisador deve ter o cuidado de no momento de iniciar a
proxima etapa, os arquivos estejam disponibilizados da forma correta € com os mesmos nomes com
os quais sao tratados no workflow para que nao ocorram falhas.

Outra opg¢ao de uso desses elementos, ¢ quando por algum motivo ocorrer uma falha durante a
execugdo do sistema, pode ser por exemplo uma queda de energia, ou outro motivo qualquer, € o
pesquisador quiser continuar o processo do ponto em que parou.

Outro cuidado que deve ser tomado ¢ que existem ao longo do processo trés arquivos
confdinamica. txt (no caso do ProtCool Dynamic), conforme as alteragdes necessarias nele para
o andamento do processo. Assim, para voltar a executar o workflow, deve ser alterado o arquivo de
configuragdo conforme a necessidade do proximo script a ser executado, além do arquivo de
configuracdo inicial do sistema.

Para o ProtCool Docking, por sua caracteristica de ser executado normalmente em servidores
devido a carga de processamento e arquivos, foi gerado o script de controle do processo
ProtCool Docking.py que € responsavel por todo o processo de gestdo do processamento. Além
disso, todos os scripts, incluindo o ProtCool Docking.py, o arquivo de configuragdo inicial, o
arquivo do receptor, todos os arquivos de ligantes que serdo atracados ao receptor devem estar
disponiveis em uma mesma pasta. Outro arquivo importante ¢ o smina.static, que deve ser
disponibilizado nessa mesma pasta de execugao.

Uma observagdo importante ¢ que o pesquisador s6 precisa ter em seu computador os scripts
referentes ao workflow que deseja utilizar, uma vez que os scripts sao independentes entre si.

Para o desenvolvimento e testes da ProtCool foi utilizado um computador MACBook Air, Intel
Core 17 QuadCore, 16GB de RAM com todos os sistemas funcionando na maquina virtual Parallels
(com dois processadores e 4GB de RAM). A versao do sistema operacional instalada nessa maquina
foi o Ubuntu 18.04.5 LTS — 64 bits ¢ os programas instalados foram: BioNimbuZ 2'° (MENDES,
2018); Namd 2.11 for Linux-x86 64-multicore-CUDA (PHILLIPS, 2005); VMD?° (HUMPHREY et
al., 1996); PyMol?! (SCHRODINGER, 2015); WORDOM??> (wordom_0.22-rc3.x86-64) (SEEBER,
2011); AmberTools?}; Open-Babel**; RDKit?’; Pacote Requests do python?®; Vina; Smina;

19 https://github.com/bionimbuz/Bionimbuz
20 https://www ks.uiuc.edu/Research/vmd/)
21 https://pymol.org/2/

22 http://wordom.sourceforge.net

2 https://ambermd.org

24 http://openbabel.org/wiki/Main_Page

% https://www .rdkit.org

26 https://requests.readthedocs.io/en/master/
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MGLTools?” ; Modeller; Sellenium?®; Geckodriver?’; Pacote pyPDB?*’; Cuda; R; Python (2.7 ¢ 3);
GGNU (gcc, gt++, gfortran); entre outros.

Devido a quantidade de sistemas necessarios para a utilizacdo da ProtCool e, devido a estrutura
de pastas e arquivos, foi desenvolvido ao final do projeto um instalador que ¢ responsavel por fazer
todas as instalagdes para o usuario, facilitando a utiliza¢ao do sistema. Também foram desenvolvidos
videos e tutoriais para facilitar tanto a instalacdo quanto a utilizagdo do sistema. Isso pode ser

recuperado no

drive, a

partir

link:

https://drive.google.com/drive/folders/1 XSQk8IAJPT55206fRrkhIEOPwBSf6u2S?usp=sharing.

Para fins de comparagdo com sistemas similares, a Tabela 1 contém uma comparagdo entre a
ProtCool e duas outras ferramentas semelhantes encontradas a QwikMD (RIBEIRO et al., 2016) e a
Kepler workflow (PURAWAT et al., 2017)

Tabela 1 — Comparacao de ferramentas. Tabela comparativa das principais caracteristicas das

ferramentas.
Caratcteristicas ProtCool OwikMD Kepler Workflow
Realizacido de preparacio de Complexos Proteina Nao
Dinamica Molecular
Alteracao de Estrutural Eliminar Ocupancias, Pontos de Nao
Modelagem Molecular Mutagdo e
e Protonacgdo Protonagao
Realizaciao de Docking Vina e Smina Nao Nao
Preparacio do Sistema de Campo de Forca, Campo de Nao
Simulacio Solvatacao, lonizagao, Forca,
defini¢do de Restri¢des, Ionizagao,
Sele¢ao de Protocolos, Selecao de
Preparacdo de arquivos Protocolos,
de Simulacdo  Preparacdo de
arquivos de
Simulacao
Executar Simulacao Nao ¢é automaético Automatico Realiza —
minimizacao,
Equilibragao,
Producao
Analises Nao Andlise de Nao

trajetorias

Fonte: Autores.

Pelas informacgdes da Tabela 1, pode-se perceber que a ProtCool se assemelha mais com a

OwikMD que com a Kepler Workflow. A Kepler Workflow na verdade executa e acompanha a execucao
de dinamica molecular, ao invés de realizar a preparacao de dindmica molecular. Logo, a ProtCool nao
realiza o mesmo tipo de atividade que esse workflow, porém, ¢ uma caracteristica interessante de
posteriormente passar a ser considerada na ProtCool.

27 http://mgltools.scripps.edu

8 https://www .selenium.dev/documentation/en/webdriver/
2 https://github.com/mozilla/geckodriver

30 https://github.com/williamgilpin/pypdb
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Quanto ao OwikMD, as principais diferengas se encontram nas ferramentas utilizadas, que se
diferenciam um pouco. Além disso, a ProtCool trata o complexo (proteina e ligante), enquanto a
OwikMD realiza a preparagdo de dinamicas de proteinas apenas, sem que elas estejam complexadas,
ou seja, sem estarem atracadas a ligantes. Ou seja, a QwikMD nao realiza a etapa de docking. Outra
caracteristica ¢ que a QwikMD nao realiza a etapa de modelagem molecular. Quanto a etapa de
execuc¢ao da dinamica, a QwikMD realiza a execugdo e acompanhamento das simulagdes e além disso,
realiza algumas andlises das trajetérias geradas pela dinamica. A ProtCool nao realiza estas duas
etapas, uma vez que ela estd preparada para realizar a preparacdo de simulacdo de dindmicas
moleculares e ndo das demais fases do processo.

3.2.ProtCool_Dynamic

Aqui esta descrita a ferramenta gerada ProtCool Dynamic, mostrando detalhes do seu
desenvolvimento. As tarefas t€ém seu encadeamento e visualiza¢do definido no modelo da Figura 2.

A primeira etapa da realiza¢do do workflow ¢ a de “Configuracdo inicial das Moléculas”. Essa
etapa, como descrito na Secdo 2.4.1.1 ¢ responsavel por fazer todos os ajustes iniciais dos arquivos a
serem trabalhados, de acordo com as configuragdes iniciais do pesquisador. Para a realizacao dessa
etapa sdo executadas as tarefas: Buscar PDB; Preparar PDB; Remover HETATM e Eliminar
Ocupancia.

O primeiro passo € buscar o PDB, para isso, o script “1 .buscar pdb.py” permite a inser¢ao
dos arquivos PDB. Existem duas formas de recuperar o arquivo PDB da molécula, que podem ser
pesquisados diretamente no site do PDB?3!, bem como com os arquivos fornecidos pelo usuario.

Para conseguir realizar a busca direta no site RCSB esta sendo utilizada a biblioteca pypdb. Esta
biblioteca desenvolvida em Python realiza uma série de funcionalidades que permitem agdes em
arquivos do tipo PDB, bem como a recuperacido de dados no sife RCSB. Nesse caso, € necessario o
PDBID do arquivo cristalografico que deseja recuperar € que o computador que esta sendo utilizado
tenha acesso a Internet. No caso de o pesquisador querer trabalhar com arquivo do tipo PDB ja
recuperado do RCSB ou de outra fonte, basta manter o arquivo na pasta do sistema de forma que o
script busca o arquivo.

O passo preparar PDB, realizado pelo script “2 .prepara.py” € responsavel por fazer as
configuracdes e limpezas iniciais do arquivo PDB. Todo arquivo PDB, além das informacgdes
referentes a estrutura 3D da molécula, disponibiliza algumas informagdes a respeito da estrutura que
podem ser importantes durante a preparacao de moléculas para a dindmica. Uma dessas informagdes
sdo as pontes dissulfeto existentes na estrutura. As pontes dissulfeto sao estruturas importantes das
moléculas, pois uma vez presentes na molécula precisam de tratamento especial quando da defini¢ao
do campo de forga utilizado, pois essas estruturas seguem parametros diferentes e, por isso, devem ser
devidamente destacadas quando da sua definicao.

Com isso, um passo dessa tarefa recupera as pontes dissulfeto e grava em um arquivo separado
para que possa ser utilizada posteriormente. Essa recuperagao pode ser realizada de duas formas. A
primeira € recuperando as pontes determinadas no arquivo PDB com os valores SSBOND e a outra
forma ¢ por meio de informagdes disponibilizadas pelo pesquisador no arquivo de configuragdo.
Assim, caso o pesquisador ndo concorde com as informagdes disponiveis no proprio arquivo PDB, ele
poderé fornecer os dados a respeito das pontes dissulfeto. No caso do arquivo PDB nao possuir pontes
dissulfeto, um arquivo pontes ¢ gravado com a informagao “VAZIO”.

Outro ponto importante desse script € que existem diversos métodos experimentais que podem
ser utilizados para gerar os arquivos PDBs que sdo armazenados no site RCSB, tais como: difragdo de
raios-X; difragdo de néutrons; método hibrido de raios-X/néutrons, RMN entre outras. De acordo com
o tipo de método utilizado, algumas informacdes sao disponibilizadas de forma diferente nos arquivos
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PDB, gerando PDBs levemente diferentes. As informacgdes principais do arquivo tais como, ATOM,
HETATM, TER, CONECT entre outras nao sao alteradas, porém, existem algumas diferencas
estruturais no arquivo que devem ser levadas em consideragao.

Um exemplo disso, € a existéncia de PDBs que possuem mais de uma estrutura representada pelo
MODEL, como ¢ comum em estruturas resolvidas por RMN. Cada MODEL possui as informagdes
referentes a estrutura da molécula em 3D com pequenas diferengas, representando diferentes solucdes
possiveis para os dados gerados por RMN. Nesse caso o utilizador do workflow deveré informar qual
dos modelos ¢ o que lhe interessa para que a preparacao o considere.

A Figura 4 possui uma imagem de trecho de um arquivo PDB que possui MODEL. O PDB
apresentado é o 6UJV3? (Model of the HIV-1 gp4l membrane-proximal external region,
transmembrane domain and cytoplasmic tail) — Método usado: RMN. Nesse caso, 0 arquivo possui ao
todo 15 MODEL e cada um deles com 3 cadeias (A, B e C). O pesquisador nesse caso devera escolher
com qual MODEL deseja trabalhar e qual ou quais cadeias serdo consideradas.

Figura 4 — PDB 6UJV — Exemplo PDB com MODEL. Método usado: NMR. Nesse caso o arquivo
possui ao todo 15 MODEL e cada um deles com 3 cadeias (A, B e C). Trecho que mostra um pedago
do PDB onde ¢ possivel observar o MODEL 1.

SCALE2 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000

SCALE3 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000

MODEL 1

ATOM 1 N LEU A 660 617.133-917.575 37.122 1.00 0.00 N
ATOM 2 CA LEU A 660 617.130-917.560 35.629 1.00 0.00 C
ATOM 3 C LEU A 660 615.681-917.495 35.126 1.00 0.00 C
ATOM 4 0 LEU A 660 614.842-918.329 35.473 1.00 0.00 0
ATOM 5 CB LEU A 660 617.801-918.853 35.097 1.00 0.00 C
ATOM 6 CG LEU A 660 619.148-918.549 34.417 1.00 0.00 C
ATOM 7 CD1 LEU A 660 619.907-919.861 34.189 1.00 0.00 C
ATOM 8 (D2 LEU A 660 618.901-917.867 33.066 1.00 0.00 C
ATOM 9 H1 LEU A 660 617.892-918.198 37.464 1.00 0.00 H
ATOM 10 H2 LEU A 660 616.215-917.924 37.467 1.00 0.00 H

Fonte: PDB do site RCSB.

A mesma coisa acontece no caso das cadeias, especialmente quando a técnica de resolugdo € por
cristalografia. Nesse processo, a asymmetric unit (menor por¢ao do cristal capaz de compor uma célula
unitaria por operacoes de simetria) pode conter parte de uma cadeia ou varias cadeias, gerando copias
poliméricas que ndo necessariamente sdo aquelas existentes e funcionais num ambiente celular ou
fisiologico (biological assembly). Assim, por exemplo, um arquivo PDB pode conter duas cadeias
idénticas em sequéncia (indicando um homodimero) como sua asymmetric unit, mas no ambiente
celular, seu estado funcional, o seu biological assembly, poderia envolver uma cadeia s6 (monomero).
Sendo assim, o pesquisador devera informar qual a cadeia ou cadeias com as quais deseja trabalhar.

A selecao de MODEL e CHAIN sera realizada de forma que o arquivo PDB a ser preparado leve
em consideracdo apenas o que o pesquisador desejar. O tratamento de PDBs que possuem MODEL
permitird que uma maior quantidade de PDBs registrados no site RCSB sejam possiveis de serem
trabalhados no ProtCool Dynamic.

ApoOs realizar essas selecdes, o script realiza uma limpeza dos arquivos PDB, eliminando
informacdes do cabecgalho, além de informagdes de CONECT. O cabegalho contém metadados
envolvendo a biomolécula, que ndo sdo importantes durante o processo de preparagdo da dinamica
molecular. J4 as tags CONECT, contém informacdes sobre as conexdes entre heteroatomos. Sendo
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assim, ao final desse script tem-se um arquivo PDB mais limpo e as informagdes importantes
guardadas para posterior uso.

O passo “remover HETATM” ¢ responsavel por finalizar a remog¢ao de itens no PDB. A ideia
aqui € que ao final desse script fiquem apenas os itens referentes ao ATOM, ou seja, que apenas fiquem
os itens que estejam relacionados a estrutura da proteina em si com a qual se esta trabalhando. Nesse
cenario, aqueles possiveis ligantes cristalografados junto a molécula, bem como outros possiveis
heteroatomos seriam retirados. Aqui também pode-se retirar ou ndo as aguas cristalograficas e os
hidrogénios presentes na molécula, de acordo com o desejo do pesquisador, bastando apenas deixar no
arquivo de configuracdo essa necessidade assinalada.

Mesmo existindo os workflows pré-cadastrados e que facilitardo o trabalho do pesquisador, € ele,
que durante a definicdo da pesquisa especificard quais atividades serdo de fato utilizadas para cada
problema a ser tratado. Fato ¢ que os workflows trazem rapidez, facilidade, mas principalmente
flexibilidade para o pesquisador, de forma a que ele determina o que deseja com relagdo a molécula.
Assim sendo, o arquivo de configuracao dara a diretriz do que deve ou ndo ser executado no sistema.

Figura 5 - PDB 4EY6 — Trecho com Ocupéancia. Na imagem ¢ destacada, em vermelho, a marcacao
de existéncia de ocupancia, bem como, o valor dessa ocupancia. A ocupancia deve ser acertada no
arquivo, uma vez que ela representa mais de uma conformagdo para o mesmo elemento.

ATOM 2333 O0G1 THR A 311 1.363 -29.411 14.384 1.00 40.59 0
ATOM 2334 (CG2 THR A 311 -0.727 -28.199 14.436 1.00 31.11 C
ATOM 2335 N PRO A 312 1.522 -30.133 17.986 1.00 38.57 N
ATOM 2336 CA PRO A 312 2.566 -30.948 18.605 1.00 36.07 C
ATOM 2337 C PRO A 312 3.418 -31.667 17.564 1.00 37.14 C
ATOM 2338 O PRO A 312 4.627 -31.758 17.740 1.00 43.79 0
ATOM 2339 CB PRO A 312 1.770 -31.945 19.455 1.00 35.94 C
ATOM 2340 CG PRO A 312 0.523 -31.216 19.795 1.00 31.64 C
2341 CD PRO A 31% 0.196 -30.416 18.561 1.00 4%.91 C
2342 N [AGLU A 313 2.785 -32.165 16.506 |0.49]141.48 N
2343 N [BGLU A 313 2.802 -32.158 16.493 |0.51141.49 N
2344 CA|AQLU A 313 3.502 -32.792 15.397 |0.49]46.09 C
2345 CA|[BGLU A 313 3.564 -32.807 15.427 |0.51]46.09 C
2346 C |AGLU A 313 4.610 -31.884 14.867 |0.49|43.78 C
2347 C [BGLU A 313 4.640 -31.875 14.877 |0.51]43.78 C
2348 0 JAGLU A 313 5.751 -32.313 14.701 |0.49|44.92 0
2349 O [BGLU A 313 5.788 -32.279 14.703 |0.51]44.90 0
2350 CB|AGLU A 313 2.539 -33.158 14.260 |0.49|144.33 C
2351 CB|BGLU A 313 2.658 -33.281 14.288 |0.51|44.42 C
2352 CGJAGLU A 313 1.705 -34.413 14.502 10.49]44.80 C
2353 CG(BGLU A 313 3.376 -34.198 13.307 |0.51]52.13 C
2354 CD|AGLU A 313 0.334 -34.121 15.100 |0.49)147.39 C
2355 CD|(BGLU A 313 2.769 -34.184 11.918 |0.51]56.50 C
2356 OEJA¢LU A 313 -0.618 -34.861 14.763 |0.49|47.36 0
2357 OE]B¢LU A 313 1.571 -33.848 11.787 |0.51]61.39 0
2358 OERAGLU A 313 0.207 -33.168 15.904 |0.49|32.18 0
2359 OE?BGLU A 313 3.500 -34.505 10.956 |0.51]45.33 0
Y 7,200 "30.02> o oo Imes -
2361 CA ALA A 314 5.234 -29.656 14.107 1.00 39.14 C
2362 C ALA A 314 6.346 -29.419 15.118 1.00 43.90 C
2363 O ALA A 314 7.526 -29.439 14.765 1.00 45.92 0
2:R4 rR AlA A MMA 4 CEC1 .22 A7 12 782 1 AMA AL 2R C

Fonte: Autores.

O passo eliminar ocupancia € responsavel por resolver a questdo de regides com mais de uma
conformagdo possivel para o mesmo grupo de atomos. A Figura 5 apresenta um trecho do arquivo
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PDB 4EY 6% com Ocupancia. Na Figura 5 existem duas marcagdes em vermelho no residuo 313. A
primeira marcagao mostra um conjunto de letras, no caso A e B antes do nome do residuo. Essa letra
indica que existe o registro de ocupancia.

A segunda marcacao da Figura 5 apresenta o valor da porcentagem. No caso dos d&tomos 2342 e
2343, observa-se que eles representam o dtomo de nitrogénio da amida de uma glutamina. A coluna
assinalada mostra que 51% (quase meio a meio) dos atomos de nitrogénio desse residuo foram
encontrados na posicao do atomo com id 2343. No caso do script, sempre sao escolhidos no script
aqueles com valor maior de ocupancia ou, no caso de valores iguais, fica o primeiro atomo.

A Figura 6 apresenta o trecho com o residuo 313, ja sem a ocupancia. Pode-se observar que todos
0s atomos que permaneceram possuem o valor de ocupancia 0.51, indicando que ficaram os que
possuiam maior ocupancia. Observa-se, também, que os atomos ficaram com valores fora de
sequéncia, de 2345 segue para o 2347. Esses valores da numeracdo dos atomos serdao corrigidos
posteriormente, quando outros acertos nos numeros tanto de atomos quanto de residuos serao
realizados.

Figura 6 — PDB 4EY6 — Trecho com ocupéancia corrigida. Mesmo trecho da Figura 5, agora com a
ocupancia corrigida, permanecendo os &tomos com maior ocupancia.

ATOM 2341 CD PRO A 312 0.196 -30.416 18.561 1.00 42.91 C
ATOM 2343 N GLU A 313 2.802 -32.158 16.493 0.51 41.49 N
ATOM 2345 CA GLU A 313 3.564 -32.807 15.427 0.51 46.09 C
ATOM 2347 C GLU A 313 4.640 -31.875 14.877 0.51 43.78 C
ATOM 2349 O GLU A 313 5.788 -32.279 14.703 0.51 44.90 0
ATOM 2351 CB GLU A 313 2.658 -33.281 14.288 0.51 44.42 C
ATOM 2353 CG GLU A 313 3.376 -34.198 13.307 ©0.51 52.13 C
ATOM 2355 CD GLU A 313 2.769 -34.184 11.918 0.51 56.50 C
ATOM 2357 OE1 GLU A 313 1.571 -33.848 11.787 0.51 61.39 0
ATOM 2359 OE2 GLU A 313 3.500 -34.505 10.956 0.51 45.33 0
ATUM 2500 N ALA A 5314 4.203 -50.045 14.015 1.00 58.05 N
ATOM 2361 CA ALA A 314 5.234 -29.656 14.107 1.00 39.14 C
ATOM 2362 C ALA A 314 6.346 -29.419 15.118 1.00 43.90 C
ATOM 2363 O ALA A 314 7.526 -29.439 14.765 1.00 45.92 0

Fonte: Autores.

Com a execugao desse ultimo script, a primeira etapa de configuracao inicial dos arquivos PDB
foram realizados. A segunda etapa ¢ a responsavel pela realizacdo do Docking Molecular. O Docking
precisa que uma série de tarefas sejam realizadas para que o processo seja concluido.

Até o momento as atividades consideravam apenas uma tnica molécula receptora, ¢ as atividades
anteriores dependiam de arquivos que eram gerados nas atividades antecessoras. Aqui tem-se um novo
contexto. Tem-se primeiro atividades que podem ser consideradas isoladas, que ndo dependem de
atividades anteriores, logo podem ser executadas em paralelo. Isso foi considerado no
ProtCool Dynamic, sendo executadas em paralelo todas as atividades que ndo possuem interferéncia.
O paralelismo dessas atividades permite que a execucao seja realizada de forma mais agil, aumentando
a velocidade de execucao do workflow. Mas além disso, o sistema possibilita que multiplos ligantes
sejam tratados de uma unica vez. Assim, caso o usudrio deseje fazer a simulagdo de uma série de
ligantes para uma mesma molécula receptora, isso € possivel. Ou seja, o ProtCool Dynamic possibilita
que diversas preparagdes sejam realizadas ao mesmo tempo. Com isso, além do paralelismo de tarefas,
usou-se o paralelismo em algumas tarefas especificas. Na descricdo de cada atividade isso serd
destacado.
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A primeira atividade necessaria para se realizar o docking ¢ a busca por ligantes. O workflow
aceita arquivos de ligante no formato mol2, que podem ser recuperados no site do ZINC15 ou por meio
de um arquivo fornecido pelo pesquisador. Para a recuperagdo no ZINC, o pesquisador deve fornecer
o codigo completo do ligante no ZINC, por exemplo (ZINC00491073) que ¢ a Galantamina (GNT).
Quando o usudrio quiser fornecer um arquivo proprio, deve colocar o arquivo no formato mol2 na
pasta do usuario. Para realizar a busca do ligante direto no site do ZINC o workflow utiliza o0 mddulo
requests do Python. Nesse script € necessario que o computador tenha acesso a Internet para buscar os
arquivos do tipo ZINC.

Quando o workflow recupera um arquivo do tipo mol2 do ZINC15, ¢ disponibilizado um arquivo
que contém as informacdes de todas as representagdes 3D existentes no banco. Existem 4 possiveis
representacoes que sdo geradas de acordo com o range do pH (STERLING e IRWIN, 2015). O
primeiro € o pH de referéncia que ¢ 7.4, o segundo ¢ o pH médio, entre 6.4 a 8.4, o terceiro € com
baixo pH de 5.4 a 6.4 e a ultima ¢ com pH alto, de 8.4 a 9.4. Essas representacdes nem sempre estao
presentes em todas as estruturas. Assim, a tarefa “separar ligantes” criard um arquivo que contém um
unico mol2, que ¢ o primeiro listado (referéncia). Pode ocorrer de nem todos os ligantes possuirem
todos os formatos, mas nos casos de existir o arquivo mol2 no ZINC normalmente o de referéncia ¢
listado.

Conforme dito antes, ProtCool hoje ¢ preparado para realizar docking a partir de dois sistemas,
0 Autodock Vina € o Smina. O Smina ¢ um sistema que ¢ baseado no Vina, realizando alguns tipos de
calculo de forma diferenciada (KOES; BAUMGARTNER; CAMACHO, 2013). A selecao da pose ¢
realizada a partir de uma funcdo de pontuacdo (score), e ¢ esta funcdo que foi alterada no
desenvolvimento do Smina (KOES; BAUMGARTNER; CAMACHO, 2013).

O pesquisador pode entdo fazer a escolha entre os dois sistemas, ou até mesmo nos dois ao
mesmo tempo. Se o pesquisador optar por realizar o docking nos dois sistemas, todos os arquivos
gerados a partir desse ponto no workflow serdo separados em pastas diferenciadas Vina e Smina, sendo
fornecidos todos os arquivos das duas opgdes. Assim, ao final de todo o processo o pesquisador podera
avaliar quais das simulagdes serdao de fato executadas.

Para a execucdo correta do docking nos dois sistemas, € necessario que o pesquisador informe
alguns dados. Como os dois sistemas sdo programados na mesma base, essas informagdes sdo as
mesmas ¢ devem ser passadas em um arquivo de configuragdo. Nesses arquivos sdo informados os
nomes do receptor e do ligante € no caso de se realizar o docking flexivel também ¢ informado o nome
do receptor flexivel, a posi¢ao e o tamanho do pocket onde se pretende inserir o ligante e, além disso,
o dado de num modes (define o nimero maximo de conformacdes que devem ser geradas na execugao
do docking) e quantidade de CPU que deseja utilizar para fazer o docking. Além desses dados pode-se
também determinar o energy rage (define a maxima diferenga de energia em kcal/mol aceita entre a
melhor e a pior conformagdo gerada) e o exhaustiveness (determina o esforco do algoritmo que sera
realizado até que se consiga todas as conformacdes solicitadas).

Um arquivo desse deve ser gerado para cada um dos ligantes com o qual se estéd trabalhando. A
tarefa preparar arquivos de configuracdo realiza a geracdo de todos os arquivos conforme os dados
disponibilizados pelo pesquisador no confdinamica. txt.

Para a realizacao do docking ¢ preciso transformar o arquivo PDB da proteina em um arquivo no
formato pdbqt. Isso € realizado pela tarefa “preparar proteina”. Essa tarefa ¢ composta por dois scripts.
Isso ¢ necessario pois a geracao de log da conversdo de arquivos PDB em pdbqt e esse ¢ um log
importante de ser armazenado na proveniéncia para posterior analise do pesquisador. Para realizar a
conversdao dos dados ¢ utilizado o MGLTools-1.5.6 (DALLAKYAN, 2010), que contém diversas
funcionalidades que auxiliam na preparacdo do docking e na geracdo dos arquivos finais de
conformagdes geradas. No caso especifico desse script ¢ utilizada a funcionalidade
prepare receptor4.py. O pesquisador pode ainda especificar se deseja que os hidrogénios do
ligante e do receptor sejam considerados no momento do docking.
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A tarefa “preparar proteina flexivel” possibilita que o docking seja realizado de forma flexivel.
Nos dockings tradicionais, a proteina fica rigida e apenas o ligante se movimenta de forma a se obter
a melhor conformagao. Isso garante um menor custo computacional, porém, em algumas situacdes nao
se consegue as conformagdes mais adequadas (DE PARIS, 2017). Os dockings flexiveis possibilitam
que além do ligante a proteina, ou parte dela se movimente, o que pode gerar poses mais confiaveis,
porém, o custo computacional disso pode ser elevado (DE PARIS, 2017). O Vina e Smina possibilitam
que o pesquisador faca a escolha de residuos que deseja que sejam flexiveis, assim, ao invés de apenas
o ligante se movimentar, ¢ possivel que partes da proteina também se movimentem aumentando a
qualidade do docking efetuado. Normalmente os pesquisadores optam por permitirem que o ligante e
os residuos que fazem parte do sitio ativo do receptor sejam flexiveis, e o restante do receptor seja
rigido, o que garante um bom resultado, porém, sem que aumente muito o custo computacional
necessario.

No caso do script preparar proteina flexivel, o pesquisador pode especificar todos os residuos da
proteina que deseja tornar flexivel no arquivo de configuracao, de forma a possibilitar que o docking
flexivel seja realizado. Para a realiza¢ao do docking flexivel o pesquisador devera colocar no arquivo
de configuragdo algumas tags (campos). A fag [FlexDocking] ¢ opcional e s6 deve aparecer no
arquivo confdinamica. txt no caso de realizacdo do docking flexivel, caso contrario essa fag ¢
omitida do arquivo. Deve ser apresentado um residuo por linha sem a separagdo entre o nome do
residuo e o seu numero e com a cadeia a que pertence no inicio separado por dois pontos (“A:TRP86”).
Assim, mesmo que a molécula tenha mais de uma cadeia a ser estudada e os residuos flexiveis
pertencam a cadeias diferentes, pode-se estabelecer a flexibilidade do receptor. Também ¢ utilizado o
MGLTools-1.5.6 (funcionalidade prepare flexreceptor4.py) para criar o arquivo de
proteina flexivel. O script gera novo arquivo pdbqt da proteina rigida que sera utilizado no caso de
docking flexivel.

O passo “preparar ligante” sera responsavel pela geracdo dos arquivos pdbqt de cada um dos
ligantes. Apesar da atividade de preparagao do ligante ndo ser demorada em termos computacionais,
caso a quantidade de ligantes seja grande, existe a possibilidade de se demandar um grande tempo para
a execugao desse script. Sendo assim, essa tarefa foi desenvolvida de forma a que as atividades sejam
realizadas em paralelo. Para que isso possa ocorrer, essa tarefa necessita de dois scripts para que possa
ser realizada.

O primeiro script € responsavel por organizar todos os dados e criar um script no momento da
sua execugdo (dinamico) que realiza as chamadas do segundo script, que ¢ quem de fato realiza a
preparagdo do ligante. Na pratica existem 3 scripts envolvidos no processo, de forma a possibilitar que
a atividade seja realizada adequadamente. A tarefa ja recupera o numero de processadores existentes
na maquina de forma a garantir o aproveitamento de todos os recursos computacionais disponiveis.

Para a realizag¢do da preparacao do ligante, inicialmente ¢ necessario realizar uma conversao do
arquivo mol2 existente para um que possua cargas, assim, foi utilizado o antechamber do AMBER
para conseguir gerar o novo arquivo mol2 a partir do arquivo de entrada. Apos isso, foi utilizada a
funcionalidade prepare ligand4.py do MGLTools-1.5.6.

Com todos os arquivos preparados (receptor e ligantes) e os arquivos de configuragdo gerados, ¢
possivel a realizacao do docking. O pesquisador podera escolher se deseja fazer o docking apenas com
Vina, com Smina ou com os dois. Além disso, para cada ligante o pesquisador podera escolher quantas
rodadas deseja fazer. Sabe-se que quanto mais rodadas forem realizadas melhor o resultado, porém,
existe um custo computacional associado a essa escolha. Assim, o pesquisador pode optar pelo nimero
de vezes que deseja e no momento de selegdo de poses, o workflow escolhe aquela que dentre todas as
rodadas realizadas a que tiver o menor score.

Essa tarefa funciona da mesma forma que a tarefa de preparar ligante, ou seja, também ¢ realizada
em paralelo. S6 que nesse caso especifico do docking, como o pesquisador pode escolher em rodar o
numero de vezes que desejar para cada um dos ligantes, a chamada do processo de realizar docking
passa a ser ndo apenas considerando o ligante, mas a rodada daquele ligante.
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Como o ProtCool Dynamic permite dois tipos de docking (Vina e Smina), essa tarefa para ser
executado terd ao todo 6 scripts envolvidos na sua execugdo, sendo 3 para cada tipo de docking e um
dos scripts gerado de forma dinamica pelo sistema (paralelo.py). A opcao de fazer a separagao
entre arquivos de Vina e Smina ao invés de se criar um unico que controla o desejado pelo pesquisador
foi devido aos fatores:

1. Facilidade de manutencdo — quando ocorrer algum problema ou mudanga de versao

apenas um local sera afetado pela modificacao;

ii.  Reutilizagdo — como estd se trabalhando com tarefas de workflow, ter as atividades
separadas (e resolvendo um tnico problema) facilita na reutilizacdo do mesmo script em
outro workflow, conforme verificado no ProtCool Docking (Sec¢ao 3.3);

iii.  Expansao do workflow — quando novos sistemas de docking forem acrescentados ao
workflow, serd mais facil a sua insercao no sistema,;

iv.  Gestdo do workflow —no caso de o pesquisador escolher fazer os dois dockings, arquivos
individuais de cada uma das estratégias serao gerados, assim, fica mais facil para o
controle do pesquisador dos resultados e logs recebidos pelo processo.

Obviamente que, para a execugdo dos scripts sao necessarios os seguintes sistemas instalados:
Vina e Smina. No caso do Smina ele deve estar presente na pasta “'/ProtCool/path.

A Vina e o Smina entregam o resultado com um arquivo unico no formato pdbqt e que contém
todas as poses listadas separadas por MODEL. A tarefa separar poses ¢ responsavel por separar cada
modelo gerado em um arquivo pdbqt unico. O script utiliza a fung¢do vina split para realizar a
separacao dos arquivos. Nessa tarefa também existem dois scripts Vina e Smina, conforme ja discutido
anteriormente. Apesar de poderem existir diversos ligantes, essa funcionalidade nao foi implementada
em paralelo. Isso porque essa funcionalidade realiza funcdes rapidas de arquivos que demandam tempo
de execucao muito curto. Nos testes realizados, a parte de realizar a formatagao do paralelismo; € o
tempo gasto pelo Python para gerenciar o multiprocessamento acabam por ter alto custo
computacional, fazendo que nos testes essa atividade em paralelo fosse mais custosa
computacionalmente do que sendo realizada sequencialmente. S6 havera ganho com um niimero muito
alto de ligantes, logo, decidiu-se por deixar essa atividade sem paralelismo.

Quando o vina_split separa as poses em arquivos distintos ela cria o seu proprio padrao de nomes,
o que dificulta o tratamento ao longo do ProtCool. A tarefa padronizagdao de nomes coloca o nome de
cada pose gerada em um formato mais facil de ser tratado pelo ProtCool. Essa atividade também foi
realizada sem usar processamento paralelo.

O docking ira gerar até o valor maximo de conformagdes definidas pelo pardmetro num modes,
porém, nem sempre ele consegue gerar todas as poses solicitadas. Assim, caso ndo consiga gerar
alguma pose em especifico, os scripts escreverdo um warning no arquivo Errorlog.log
informando quando alguma conformacao ndo for encontrada. Isso s6 serd considerado um problema
se nenhuma pose conseguir ser gerada.

A tarefa “converter pdbqt em PDB” realiza a conversdo de formato das conformagdes. A
conversdo ¢ realizada pela funcionalidade pdbgt to pdb.py do MGLTools-1.5.6. Também se
optou por ndo se fazer o paralelismo pela rapidez de processamento. Essa tarefa acaba por possuir 4
scripts associados a ela, dois para cada tipo de docking realizado para poder armazenar o /og do
processo de conversao.

A tarefa “selecionar pose” finaliza o docking. Ela ¢ responsavel por indicar a melhor pose a ser
utilizada no ProtCool. Para avaliar a melhor pose, o script realiza uma varredura de todos os scores
alcancados em cada uma das conformagdes geradas, considerando todas as rodadas para aquele ligante
que esta sendo avaliado. A conformag¢do com o melhor score (menor energia) € selecionada para seguir
na preparacao. Existem dois scripts nesse caso, um Vina e outro Smina.
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A modelagem molecular ¢ uma etapa importante do processo de preparagdo da dinamica
molecular. Ela ¢ que garante que o receptor ndo tera falhas (omissdes) em sua estrutura. A modelagem
¢ realizada, conforme descrito na Secao 2.4.1.3 por homologia com estruturas similares. No caso do
ProtCool Dynamic utiliza-se o Modeller para realizar a modelagem. O Modeller ¢ uma ferramenta
bastante completa, mas que ¢ toda executada em linha de comandos, sendo muita vezes necessaria a
programacdo em python para a realizacdo da modelagem. Este ¢ um conhecimento que diversos
pesquisadores nao possuem, o que dificulta o processo de modelagem. No caso do workflow, o
pesquisador ndo terd que se preocupar com isso, uma vez que o sistema ja executa todos os passos
automaticamente.

Figura 7 — Exemplo Arquivo SEQ gerado pelo Modeller. Molécula 4EY 6. No arquivo € apresentada
a sequéncia de aminoacidos da molécula a ser modelada. No caso, sé foi considerada a cadeia A, uma
vez que o arquivo ja passou pela primeira etapa do ProtCool, que seleciona apenas a cadeia com a qual
a proteina sera trabalhada ao longo do workflow.

>P1;4EY6

structureX:4EY6: 4 :A:+530 :A:::-1.00:-1.00
EDAELLVTVRGGRLRGIRLKTPGGPVSAFLGIPFAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVVDATTFQSVCYQYVDTLYP
GFEGTEMWNPNRELSEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPVLVWIYGGGFYSGASSLDVYDGRFLVQAERTVLVSMNYRV
GAFGFLALPGSREAPGNVGLLDQRLALQWVQENVAAFGGDPTSVTLFGESAGAASVGMHLLSPPSRGLFHRAVLQ
SGAPNGPWATVGMGEARRRATQLAHLVGCPNDTELVACLRTRPAQVLVNHEWHVLPQESVFRFSFVPVVDGDFLS
DTPEALINAGDFHGLQVLVGVVKDEGSYFLVYGAPGFSKDNESLISRAEFLAGVRVGVPQVSDLAAEAVVLHYTD
WLHPEDPARLREALSDVVGDHNVVCPVAQLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLSWPLWMGVPHGYEIEFIFGIPL
DPSRNYTAEEKIFAQRLMRYWANFARTGDPNEPRDPQWPPYTAGAQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQACAFWNRFLP
KLLSA*

Fonte: Autores.

O primeiro passo necessario para que o Modeller realize a modelagem ¢ a de gerar o arquivo
SEQ. Esse arquivo contém a sequéncia de aminoacidos que a molécula que sera modelada possui. Essa
sequéncia ¢ importante porque ¢ a partir dela que serdo detectadas as eventuais falhas existentes na
estrutura e que o Modeller ird corrigir. O Modeller possui uma funcionalidade que dada a estrutura ele
recupera a sua sequéncia. O script utiliza essa funcionalidade para que possa buscar a sequéncia de
aminoacidos. Essa tarefa possui dois scripts, para que o log do Modeller seja adequadamente
armazenado. No caso de o pesquisador ter selecionado que deseja considerar as aguas cristalograficas
e os hidrogénios da molécula original, o script ira passar essa informacao ao Modeller para que o
tratamento seja efetuado. A Figura 7 apresenta um exemplo do arquivo SEQ gerado pelo Modeller da
molécula 4EY6.

A sequéncia de aminodcidos estd no formato FASTA. Essa sequéncia possui todos os
aminoacidos que deveriam estar na estrutura, como se fosse um modelo. A sequéncia FASTA ¢
disponibilizada pelo site RCSB. A tarefa “buscar arquivo FASTA” serd responsavel por recuperar o
arquivo direto do site RCSB. O script utiliza 0 mdédulo requests para fazer a recuperagao do
arquivo. O computador devera possuir no momento acesso a Internet. Caso o acesso a Internet nao
possa ser estabelecido, serd gravada mensagem de erro informando no Errorlog. 1og. O arquivo
FASTA ¢ recuperado completo, ou seja, da mesma forma que o PDB original vem com todas as cadeias
com as quais foi cristalografado. Assim, apds a recuperacao do arquivo FASTA do site, ¢ necessario
fazer os ajustes, permanecendo apenas com as cadeias com as quais esta se trabalhando. A

Figura 8 possui o arquivo FASTA final da molécula 4EY 6 apenas considerando a cadeia A.

O Modeller precisa de um arquivo que ele chama de arquivo de alinhamento, em que ele
consegue identificar onde estao os gaps para que a molécula possa ser modelada. Esse arquivo ¢ gerado
pela tarefa gerar arquivo ALI e ele usa para isso os arquivos SEQ e FASTA. Conforme relatado o
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arquivo FASTA possui a sequéncia completa e o arquivo SEQ possui a sequéncia “real”. O script
dessa tarefa ¢ responsavel por realizar um parse de forma a identificar onde estdo esses gaps
comparando os dois arquivos. A comparagdo entre esses dois arquivos, ocorre com a realizagao de
alinhamento da sequéncia, logo, essa tarefa ¢ responsavel por esse alinhamento, identificando esses
pontos que estdo vagos na molécula. A Figura 9 possui um exemplo de arquivo ALI da molécula4EY6.

Figura 8 — Exemplo Arquivo FASTA final. Na imagem ¢ apresentado o arquivo FASTA, com a
sequéncia de aminodcidos, apos ter realizado a filtragem por cadeia.

>4EY6_1|A|Acetylcholinesterase|Homo sapiens (9606)

GREDAELLVTVRGGRLRGIRLKTPGGPVSAFLGIPFAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVVDATTFQSVCYQYVDTLYP
GFEGTEMWNPNRELSEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPVLVWIYGGGFYSGASSLDVYDGRFLVQAERTVLVSMNYRVGA
FGFLALPGSREAPGNVGLLDQRLALQWVQENVAAFGGDPTSVTLFGESAGAASVGMHLLSPPSRGLFHRAVLQSGAP
NGPWATVGMGEARRRATQLAHLVGCPPGGTGGNDTELVACLRTRPAQVLVNHEWHVLPQESVFRFSFVPVVDGDFLS
DTPEALINAGDFHGLQVLVGVVKDEGSYFLVYGAPGFSKDNESLISRAEFLAGVRVGVPQVSDLAAEAVVLHYTDWL
HPEDPARLREALSDVVGDHNVVCPVAQLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLSWPLWMGVPHGYEIEFIFGIPLDPSR
gYTAEEKIFAQRLMRYNANFARTGDPNEPRDPKAPQWPPYTAGAQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQACAFWNRFLPKLL

AT

Fonte: Autores.

Figura 9 — Exemplo Arquivo ALI - 4EY6 com GAP. Na imagem sao marcados em vermelho onde
estdo os pontos com falhas no arquivo. Essas marcagdes identificam onde serdo realizadas as
modelagens (na parte de cima) e quais residuos serdo modelados em cada ponto (na parte de baixo).

DTPEALIXMAGDFHGLQVLVGVVKDEGSYFLVYGAPGFSKDNESLISRAEFLAGVRVGVPQVSDLAAEAVVLHYTDWL
HPEDPARLREALSDVVGDHNVVCPVAQLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLSWPLWMGVPHGYEIEFIFGIPLDPSR
NYT EKIFAQRLMRYHANFARTGDPNEPRDH[:FDNPPYTAGAQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQACAFWNRFLPKLL

3
>P1;4EY6_fill
sequencei il
—GREEDAELLVTVRGGRLRGIRLKTPGGPVSAFLGIPEAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVVDATTFQSVCYQYVDTLYP
GFEGTEMWNPNRELSEDCLYLNVWTPYPRPTSPTPULVWIYGGGFYSGASSLDVYDGRFLVQAERTVLVSMNYRVGA
FGFLALPGSREAPGNVGLLDQRLALQWVQENVAAFGGDPTSVTLFGESAGAASVGMHLLSPPSRGLFHRAVLQSGAP
NGPWATVGMGEARRRATQLAHLVGCPPGGTGGNDTELVACLRTRPAQVLVNHEWHVLPQESVFRFSFVPVVDGDFLS
DTPEALINAGDFHGLQVLVGVVKDEGSYFLVYGAPGFSKDNESLISRAEFLAGVRVGVPQVSDLAAEAVVLHYTDWL
HPEDPARLREAL SDVVGDHNVVCPVAQLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLSWPLWMGVPHGYEIEFIFGIPLDPSR
NYTAEEKIFAQRLMRYNANFARTGDPNEPRDPE:?QNPPYTAGAQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQACAFNNRFLPKLL
3

2

SATI
Fonte: Autores.

Em vermelho na Figura 9 estdo 4 marcacdes na sequéncia de cima e mais 4 marcagdes na
sequéncia de baixo. Essas marcagdes identificam onde serdo realizadas as modelagens (na parte de
cima) e quais residuos serdo modelados em cada ponto (na parte de baixo). A marcagdo de numero 1
mostra que estdo faltando 2 residuos no inicio da sequéncia que deveria ser o GR (GLY, ARG). Na
marcacao 2 tem-se 6 residuos faltantes PGGTGG (PRO, GLY, GLY, THR, GLY, GLY). Na marcagao
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3 sdo 3 residuos KAP (LYS, ALA, PRO) e na marcacao 4, 1 residuo esté faltando, o T (THR). Ao todo
tem-se 12 residuos faltando. Outra observacao importante ¢ que faltam residuos nos trés pontos da
proteina (inicio, meio e fim). Isso € importante, pois o tratamento dado pelo Modeller ¢ diferente
dependendo do ponto da molécula em que faltam elementos.

Ja a Figura 10 apresenta um exemplo de PDB 1PPF** (Elastase de Leucdcito Humano) que nido
possui gap, logo o Modeller ndo serd processado.

No caso de o pesquisador ter escolhido trabalhar com as moléculas de dgua, ao final da listagem
dos residuos sao disponibilizados *“.”, que representam as moléculas de dgua. Dessa forma durante a

modelagem o Modeller ira considerar essas moléculas. A Figura 11 apresenta essa situagao.

Figura 10 — Exemplo Arquivo ALI — 1PPF sem gap. Nesse arquivo nao foram identificados pontos
de modelagem necessarios na proteina. Assim, quando passar pela tarefa de modelagem, o script nao

executara o Modeller.
>P1;1PPF
structureX:1PPF: 16 :E:+218 :E:::-1.00:-1.00
IVGGRRARPHAWPFMVSLQLRGGHFCGATLIAPNFVMSAAHCVANVNVRAVRVVLGAHNLSRREPTRQVFAVQRIFENGYDPVNLL
NDIVILQLNGSATINANVQVAQLPAQGRRLGNGVQCLAMGWGLLGRNRGIASVLQELNVTVVTSLCRRSNVCTLVRGRQAGVCFGD
SGSPLVCNGLIHGIASFVRGGCASGLYPDAFAPVAQFVNWIDSIIQ*

>P1;1PPF_fill
sequence: il
IVGGRRARPHAWPFMVSLQLRGGHFCGATLIAPNFVMSAAHCVANVNVRAVRVVLGAHNLSRREPTRQVFAVQRIFENGYDPVNLL
NDIVILQLNGSATINANVQVAQLPAQGRRLGNGVQCLAMGWGLLGRNRGIASVLQELNVTVVTSLCRRSNVCTLVRGRQAGVCFGD
SGSPLVCNGLIHGIASFVRGGCASGLYPDAFAPVAQFVNWIDSIIQﬂ

Fonte: Autores.

Figura 11 — Exemplo Arquivo ALI com Agua. Nesse caso a 1PPF foi selecionada para trabalhar
com as aguas cristalograficas, assim, no arquivo ALI sdo destacadas todas as moléculas de agua, ao

(1344

final da sequéncia de aminoacidos. As dguas sdo identificadas com “.”.

>P1;1PPF

structureX:1PPF: 16 :E:+428 :E:::-1.00:-1.00
IVGGRRARPHAWPFMVSLQLRGGHFCGATLIAPNFVMSAAHCVANVNVRAVRVVLGAHNLSRREPTRQVFAVQRIFENGYDPVNLLNDIVILQ
LNGSATINANVQVAQLPAQGRRLGNGVQCLAMGWGLLGRNRGIASVLQELNVTVVTSLCRRSNVCTLVRGRQAGVCFGDSGSPLVCNGLIHGI
ASFVRGGCASGLYPDAFAPVAQFVNIWIDSITIQ . ¢ vttt vttt e s enneesesnnesssnsessssssssssnssssssssssnnassnnns

sequence::iiiiiill

IVGGRRARPHAWPFMVSLQLRGGHFCGATLIAPNFVMSAAHCVANVNVRAVRVVLGAHNLSRREPTRQVFAVQRIFENGYDPVNLLNDIVILQ
LNGSATINANVQVAQLPAQGRRLGNGVQCLAMGWGLLGRNRGIASVLQELNVTVVTSLCRRSNVCTLVRGRQAGVCFGDSGSPLVCNGLIHGI
ASFVRGGCASGLYPDAFAPVAQFVNIWIDSTITIQ . t ¢ vt e vttt ettt eennessessesseesoesoesnessessessessessosnnsns

Fonte: Autores.

A partir do momento que se tem o arquivo de alinhamento (ALI), o ProtCool Dynamic passara
para a tarefa de realizar modelagem. Essa tarefa ¢ a responsavel por, a partir dos dados de cada gap,
confrontar com os dados existentes de moléculas similares e realizar a modelagem do sistema.
Conforme descrito acima, alguns pontos devem ser levados em consideragao quando se esté realizando
a modelagem do sistema, pois a forma de chamada do comando Modeller vai variar em cada um dos
casos, exemplos: se levard em consideracao os hidrogénios, as 4guas, onde se encontra o gap (inicio,
meio ou fim) da estrutura. Depois de definidos todos esses valores, ¢ realizada entdo a chamada do
comando Modeller que serd executado.

34 https://www.rcsb.org/structure/1PPF
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Ao final de sua execucao o Modeller fornece uma série de modelos propostos para a escolha do
melhor. Entdo, nova funcionalidade do Modeller ¢ executada para que seja informada a energia de
cada um dos modelos gerados para que se possa realizar a comparagdo de cada uma delas e fazer a
escolha entre os modelos. O script entdo seleciona aquele que teve a menor energia, finalizando o
processo. A tarefa realizar modelagem possui dois scripts para que o log do Modeller seja armazenado
adequadamente.

O Modeller além de realizar a modelagem da molécula também realiza alguns acertos no PDB,
caso nao tenham sido realizados anteriormente. Um desses casos € a ocupancia que € resolvida quando
se modela o receptor. No ProtCool Dynamic, realiza-se a escolha da ocupancia antes de fazer o
docking. Nos casos em que nao sera necessario realizar o docking, pode-se deixar para o Modeller
resolver a ocupancia, retirando esse passo do workflow.

Ao final do processo, caso tenha escolhido por apenas uma cadeia no PDB, o Modeller realiza a
retirada da identificagcdo da cadeia, ou seja, ele entrega um PDB que nao possui o registro da cadeia a
qual cada residuo pertence. Assim, a tarefa “acertar arquivo Modeller” ¢ responsavel por realizar o
acerto da cadeia, voltando com a identificacao de cadeia no PDB.

A Ultima tarefa que deve ser realizada na modelagem de moléculas ¢ a acertar numeracdo. Essa
tarefa na verdade faz alguns passos importantes para que se possa seguir o processamento da
preparacdo da dindmica. A primeira atividade dessa tarefa ¢ de fato realizar os ultimos acertos
necessarios no arquivo. O Modeller realiza uma série de acertos no sistema, tais como, a ocupancia e
renumeracao de residuos e atomos de forma a garantir a integridade do sistema. Porém, tem que se
pensar nos casos em que um PDF possa nao ter passado pelo Modeller, ou algum caso que o Modeller
possa deixar de realizar. Assim, esse script inicia realizando uma corre¢ao de numeracgao de residuos
e atomos dos arquivos PDB. A Figura 12 apresenta um trecho do PDB da molécula 1PPF antes do
acerto. Nesse trecho pode-se perceber que o 1PPF inicia a numeracao de residuos pela numeragao 16.
Conforme verificado anteriormente, o 1PPF ndo possui gaps relacionados a falta de residuos. Todos
os residuos estdo presentes, conforme a analise do arquivo ALI (Figura 10), ou seja, € apenas uma
falha na numeracao dos registros € ndo a necessidade de se adicionar residuos.

Figura 12 — Exemplo PDB 1PPF — antes do Acerto — Numeracido Residuos — Caso 1. Aqui
apresenta-se o caso de um PDB que ndo inicia a numerac¢ao de residuos com o valor 1. Assim, deve-
se acertar o PDB para que ele passe a ser numerado a partir do valor 1.

jToM 1 N ILE E 16 37.590 58.140 6.539 1.00 2.00 N
ATOM 2 CA ILEE 16 38.087 56.865 5.985 1.00 3.00 C
ATOM 3 C ILE E 16 39.411 56.489 6.623 1.00 2.00 C
ATOM 4 0 ILE E 16 40.329 57.323 6.672 1.00 4.31 0o
ATOM 5 (B ILEE 16 38.419 57.046 4.471 1.00 3.43 C
ATOM 6 CG1 ILE E 16 37.181 57.472 3.653 1.00 6.30 C
ATOM 7 CG2 ILE E 16 39.058 55.804 3.856 1.00 3.09 C
ATOM 8 (D1 ILE E 16 36.055 56.430 3.536 1.00 2.00 C
ATOM 9 N VAL E 17 39.430 55.332 7.250 1.00 2.00 N
ATOM 106 CA VAL E 17 40.600 54.931 7.964 1.00 2.00 C
ATOM 11 C VAL E 17 41.409 54.034 7.049 1.00 8.13 C
ATOM 12 0 VAL E 17 40.786 53.135 6.491 1.00 7.95 0o
ATOM 13 CB VAL E 17 40.191 54.143 9.219 1.00 3.03 C
ATOM 14 CG1 VAL E 17 41.418 53.597 9.952 1.00 13.55 C
ATOM 15 CG2 VAL E 17 39.403 54.990 10.268 1.00 10.41 C

Fonte: Autores.

Assim, deve-se fazer esse ajuste na molécula de forma a garantir a sequéncia correta dos residuos.
A Figura 13 apresenta o mesmo trecho apos passar pela etapa de “acertar numeracao do script”.

Outro caso que se pode observar pela Figura 14 ¢ a presenca na 1PPF de residuos numerados
com a mesma numeracao, porém, com uma letra a frente do nimero do residuo. Marcado em vermelho
esta o residuo 220 e 220A na molécula da 1PPF. A Figura 15, apresenta o mesmo trecho apds o acerto.
O residuo 220 passou para a numeracao 194 e o residuo 220A passou a ter a numeragao 195.
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Esse acerto também resolve casos como o da molécula 1BSZ3° (Peptide Deformylase) que possui
3 cadeias em sua sequéncia que sao identificadas como A (1-168), B (501-668) e C (1001-1168).
Passando pelo script de acerto de numeragdo as trés cadeias ficam com seus residuos numerados
sequencialmente A (1-168), B (169-336) e C (337-504).

Figura 13 — Exemplo PDB 1PPF — depois do Acerto — Numeraciao Residuos — Caso 1. Nesse caso,
os residuos do PDB foram renumerados, fazendo com que o PDB inicie com o valor 1.

jaTom 1 N ILE E 1 37.590 58.140 6.539 1.00 2.00 N
ATOM 2 CA ILEE 1 38.087 56.865 5.985 1.00 3.00 C
ATOM 3 C ILE E 1 39.411 56.489 6.623 1.00 2.00 C
ATOM 4 0 ILE E 1 40.329 57.323 6.672 1.00 4.31 0
ATOM 5 (B ILEE 1 38.419 57.046 4.471 1.00 3.43 C
ATOM 6 CG1 ILE E 1 37.181 57.472 3.653 1.00 6.30 C
ATOM 7 CG2 ILE E 1 39.058 55.804 3.856 1.00 3.09 C
ATOM 8 (D1 ILE E 1 36.055 56.430 3.536 1.00 2.00 C
ATOM 9 N VAL E 2 39.430 55.332 7.250 1.00 2.00 N
ATOM 10 CA VAL E 2 40.600 54.931 7.964 1.00 2.00 C
ATOM 1 ¢ VAL E 2 41.409 54.034 7.049 1.00 8.13 C
ATOM 12 0 VAL E 2 40.786 53.135 6.491 1.00 7.95 0
ATOM 13 CB VAL E 2 40.191 54.143 9.219 1.00 3.03 C
ATOM 14 CG1 VAL E 2 41.418 53.597 9.952 1.00 13.55 C
ATOM 15 CG2 VAL E 2 39.403 54.990 10.268 1.00 10.41 C

Fonte: Autores.

Figura 14 — Exemplo PDB 1PPF — antes do Acerto — Numeracio Residuos — Caso 2. Residuos
com mesma numeragao, diferenciados com uma letra a frente do nimero do residuo.

ATOM 1440 N GLY E 219 32.828 50.254 16.458 1.00 16.95 N
ATOM 1441 CA GLY E 219 33.558 51.511 16.141 1.00 14.90 C
ATOM 1442 C GLY E 219 34.163 51.404 14.748 1.00 23.73 C
ATOM 1443 0 GLY E 219 33.932 50.404 14.067 1.00 16.69 0
ATOM 1444 N  CYS E[220 34.901 52.401 14.340 1.00 8.61 N
ATOM 1445 CA CYS E[220 35.551 52.331 13.025 1.00 4.41 C
ATOM 1446 C CYS E[220 36.649 51.258 12.922 1.00 10.35 C
ATOM 1447 0 CYS E|220 37.547 51.248 13.758 1.00 6.55 0
ATOM 1448 (B CYS E[220 36.139 53.703 12.703 1.00 3.28 C
ATOM 1449 SG CYS E[220 34.893 54.984 12.871 1.00 8.54 S
ATOM 1450 N  ALA E[220A 36.818 50.763 11.679 1.00 18.24 N
ATOM 1451 CA ALA E|220A 37.939 49.893 11.311 1.00 15.54 C
ATOM 1452 C  ALA E|220A 38.189 48.822 12.404 1.00 17.30 C
ATOM 1453 0 ALA E|220A 39.323 48.571 12.799 1.600 11.38 0
ATOM 1454 (B ALA E|220A 39.179 50.792 11.086 1.00 3.99 C

Fonte: Autores.

Figura 15 — Exemplo PDB 1PPF — depois do Acerto — Numeracio Residuos — Caso 2. Residuos
com mesma numeragao ¢ letra os diferenciando foram renumerados, retirando esta anomalia do PDB.

ATOM 1440 N GLY E 193 32.828 50.254 16.458 1.00 16.95 N
ATOM 1441 CA GLY E 193 33.558 51.511 16.141 1.00 14.90 C
ATOM 1442 C GLY E 193 34.163 51.404 14.748 1.00 23.73 C
ATOM 1443 0 GLY E 193 33.932 50.404 14.067 1.00 16.69 0
ATOM 1444 N CYS E [194 34.901 52.401 14.340 1.00 8.61 N
ATOM 1445 CA CYS E 194 35.551 52.331 13.025 1.00 4.41 C
ATOM 1446 C CYS E |194 36.649 51.258 12.922 1.00 10.35 C
ATOM 1447 O CYS E [194 37.547 51.248 13.758 1.00 6.55 0
ATOM 1448 CB CYS E 194 36.139 53.703 12.703 1.00 3.28 C
ATOM 1449 SG CYS E 194 34.893 54.984 12.871 1.00 8.54 S
ATOM 1450 N ALA E 195 36.818 50.763 11.679 1.00 18.24 N
ATOM 1451 CA ALA E 195 37.939 49.893 11.311 1.00 15.54 C
ATOM 1452 C ALA E 195 38.189 48.822 12.404 1.00 17.30 C
ATOM 1453 0 ALA E |195 39.323 48.571 12.799 1.00 11.38 0
ATOM 1454 CB ALA E |195 39.179 50.792 11.086 1.00 3.99 C

Fonte: Autores.

35 https://www.rcsb.org/structure/1BSZ
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Outra situagdo que esse script acerta ¢ quando o PDB inicia com valores 0, como o caso da
1BXW?3¢ (Quter Membrane Protein A - OMPA). PDBs que iniciam com valores negativos também
sdo reorganizados, conforme 1D5T37 (Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor).

Apos realizar o acerto da sequéncia de numeragdo da molécula, esse script vai fazer uma analise
de todos os valores que foram alterados até esse momento no sistema. Existem diversos acertos que
foram realizados, tais como: numeracdo de atomos faltantes devido a ocupancia; numeragao de
residuos devido a modelagem ou os acertos descritos acima. Alguns desses acertos foram realizados
pelo proprio ProtCool Dynamic e outros foram realizados por ferramentas como o Modeller. O
problema € que se precisa saber quais sdo as novas numeragdes de cada um dos residuos. Saber disso,
implica em saber como analisar os dados depois da dindmica pronta, uma vez que com o tratamento,
a molécula ficara com numeragao diversa da que normalmente se encontra na literatura e, diferente do
PDB original que foi recuperado no RCSB.

Além disso, tem que se considerar que durante a geragao do arquivo de configuragao para que se
possa executar o workflow, devem ser fornecidos alguns residuos para que a configuragdo possa ser
realizada. Exemplos disso, sdo os residuos fornecidos para se realizar o docking flexivel, bem como
os residuos que ficardo livres na restricao harmonica que sera preparada posteriormente. Outro arquivo
que lista os residuos sdo os arquivos que armazenam as pontes dissulfeto que serdo utilizadas para a
defini¢dao do campo de forca.

Sendo assim, € necessario realizar tanto o mapeamento desses residuos (antes e depois) para
acertar os arquivos confdinamica.txt e pontesmolecula.txt, quanto para que o
pesquisador tenha um relatorio que lhe apresente o0 mapeamento de todos os dados modificados para
que ele consiga realizar uma melhor analise dos seus resultados.

Figura 16 — Parte do Arquivo 4EY6_ Acertos. txt. Esse arquivo possui o mapeamento das
informacdes do PDB. ALI — parte 1, Ali — parte 2, PROT1 — antes da modelagem, PROT2 — depois da
modelagem e ajustes. A partir da analise do arquivo € possivel observar todas as mudancas de
numerag¢ado de residuos que foram geradas durante a modelagem do sistema.

I ALI1 ALI2 PROT1 PROT2
1 - 1 GLY - GLY A 1
2 - 2 ARG - ARG A 2
3 GLU 3 GLU GLU A 4 GLU A 3
4 ASP 4 ASP ASP A 5 ASP A 4
5 ALA 5 ALA ALA A 6 ALA A 5
6 GLU 6 GLU GLU A 7 GLU A 6
7 LEU 7 LEU LEU A 8 LEU A 7
8 LEU 8 LEU LEU A 9 LEUA 8
9 VAL 9 VAL VAL A 10 VAL A 9

10 THR 10 THR THR A 11 THR A 10
11 VAL 11 VAL VAL A 12 VAL A 11
12 ARG 12 ARG ARG A 13 ARG A 12
13 GLY 13 GLY GLY A 14 GLY A 13
14 GLY 14 GLY GLY A 15 GLY A 14
15 ARG 15 ARG ARG A 16 ARG A 15

Fonte: Autores.

Para realizar isso, o script realiza a avaliacdo de 3 arquivos: ALI, molécula antes da modelagem
e molécula ap6s todas as modificagdes. O arquivo ALI, conforme apresentado anteriormente, possui
duas partes. A primeira contém a estrutura da molécula seguindo a sequéncia do arquivo antes da
modelagem, mostrando com “-* os locais onde ocorrerdao a modelagem. A segunda parte do arquivo

36 https://www.rcsb.org/structure/IBXW
37 https://www.rcsb.org/structure/1D5T
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apresenta a sequéncia do arquivo FASTA completo. Os dois arquivos de molécula devem ser
comparados para que se possa mapear os erros. Logo, pega-se os dois arquivos e se compara com a
segunda parte da molécula de forma a se verificar em quais locais ocorreram as modificacdes e,
também, para verificar se a molécula final de fato esta completa. Com esses dados ¢ montado um
arquivo com as informacoes referentes a cada um desses 4 elementos (ALI — parte 1, Ali — parte 2,
PROT1 — antes da modelagem, PROT2 — depois da modelagem e ajustes). Parte desse arquivo pode
ser visualizado na Figura 16. Com a analise desse arquivo ¢ possivel avaliar se a molécula foi
adequadamente modelada e quais as alteragdes nas numeracdes dos residuos.

Além de fornecer esse arquivo, esse script ainda realiza a alteragdo dos arquivos de configuracao
e de pontes, criando arquivos que contém os valores corretos dos residuos, considerando a nova
numeragdo da molécula. Com essa tarefa a modelagem da molécula finaliza e € possivel passar para a
proxima etapa que serd responsavel pela protonagao.

A etapa de protonagdo apresenta trés tarefas. A primeira tarefa realiza a execugao propriamente
da protonagao no site H++ e a segunda serve para acertar o PDB com os dados da protonagdo definida
pelo H++. J4 a terceira tarefa seréd responsavel no final da protonacao por agrupar os ligantes escolhidos
no docking com a proteina toda preparada.

A atividade de protonagdo, conforme discutido na Se¢ao 2.4.1.4 ¢ importante na determinagao
da estrutura da molécula e na afinidade de proteinas com seus ligantes, sendo bastante importante para
a preparagao de dindmicas moleculares. A protonagdo ¢ importante uma vez que os arquivos PDB nem
sempre possuem os hidrogénios. E importante que seja realizada a insergdo dos hidrogénios, porém,
existem residuos, como as histidinas, por exemplo, que possuem numeros diferenciados de
hidrogénios, de acordo com o ambiente ao qual estdo inseridos e de acordo com o pH. Com isso, €
importante fazer o estudo de protonagao que levara em consideragdo diversos fatores do ambiente para
determinar como os hidrogénios devem ser inseridos na molécula.

Para realizacao da protonacao foi escolhido o site H++. Porém, quando da criagdo dos scripts,
descobriu-se que, conforme descrito pelo proprio site, € possivel pegar os codigos fonte do sistema e
fazer a sua instalacdo, mas essa instalagdao nao ¢ trivial. Os desenvolvedores ndo disponibilizam uma
API (Application Programming Interface) para que a funcionalidade seja utilizada de forma
automatica. Eles ainda relatam no sife, que nunca testaram o sistema em outro ambiente computacional
que nado o que estd disponibilizado e ndo sabem como o sistema ird se comportar. E informam que o
recurso computacional utilizado ¢ grande (ONUFRIEV et al., 2005).

Um dos objetivos do sistema aqui proposto € que diversos pesquisadores tenham a sua
disposic¢do, apenas instalando os softwares de dinamica (normalmente ja possuem instalados), possam,
com rapidez e facilidade utilizar a ferramenta. Disponibilizar uma ferramenta de dificil instalacdo e,
além disso, a cada nova versao ter que gerar todo o transtorno de nova instalacao nao era interessante
para a proposta deste trabalho. Como o site também ndo disponibiliza uma API para o acesso as
funcionalidades, a inica forma de acesso € por meio do site.

Para se ter essa parte automatizada, foram utilizados o Selenium’® ¢ o Gheckodriver’®. Esses
softwares sdo normalmente utilizados para realizar teste automatico de sistemas em ambientes web. O
que eles normalmente fazem ¢, a partir de parametros fornecidos ¢ de dados macigos de entrada,
acessam remotamente a inferface e sem a necessidade de intervencdo humana, conseguem entrar com
esses dados nos campos encontrados na tela. Apos a execugao, eles retornam com os dados salvos, de
acordo com o estabelecido no sistema.

Para entdo acessar e recuperar os dados do site H++, estudou-se a interface e forma de requisi¢ao
do sistema e programou-se o “robd” de acesso. Assim, o script de posse de todos os parametros
fornecidos pelo usudrio, acessa o H++, preenche todos os dados, espera o seu processamento e ao final
retorna com o PDB gerado no processo. Essa solugdo mostrou-se viavel, porém, deve-se observar

38 https://www.selenium.dev/documentation/en/webdriver/
39 https://github.com/mozilla/geckodriver
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alguns fatores: primeiro ¢ necessaria a conexdao com a Internet para que o sistema consiga fazer o
acesso a plataforma; a conexao de Internet deve ser rdpida e estavel, percebeu-se que com Internet
instavel e que dé picos de acesso no momento da geracao dos resultados faz com que o Selenium perca
0 acesso com o sife, ndo conseguindo recuperar os resultados; hoje € possivel entrar com qualquer um
dos dados disponiveis na tela, mas ainda ndo sao recuperados os logs do sistema, devido a alguns deles
serem disponibilizados na tela, e outros serem grandes e diversos arquivos, o que poderia comprometer
ainda mais a questdo de erro devido a problemas de Internet; hoje o script faz uso do Firefox Web
Browser, outras plataformas serdao disponibilizadas posteriormente.

O H++ gera uma série de arquivos, inclusive arquivos de campo de forga e outros ja preparados
para se fazer a simulag¢dao de dinamica molecular, porém, no workflow apenas o arquivo PDB com os
hidrogénios interessam. O campo de for¢ca e demais arquivos serdo preparados por tarefas do
ProtCool Dynamic. O arquivo PDB recuperado do H++ servird para acertar a protonagdao das
Histidinas, os demais hidrogénios serdo inseridos pelo tLeap durante a especificacdo do campo de
forca.

Figura 17 - 4EY6 — PDB H++ - HID — HIE - HIP. Na imagem ¢ possivel visualizar cada uma das

histidinas do 4EY6 em sua devida classificagdo. Na imagem estdo marcados de vermelho os
hidrogénios que sdo levados em consideragao para realizar a classificagao.

A - HID

ATOM 4233 N HIS 283] [ATOM 5694 N HIS 380 ATOM 6069 N HIS 464
ATOM 4234 H HIS 283| |ATOM 5695 H HIS 380 ATOM 6076 H HIS 404

HID ATOM 4235 CA HIS 283| [ATOM 5696 cA HIS 380 ATOM 6071 CA HIS 404
ATOM 4236 HA HIS 283| [ATOM 5697 HA WIS 380 | ||ATOM 6672 HA HIS 464 HlE

ATOM 4237 CB HIS 283| |ATOM 5698 (B HIS 380 ATOM 6073 CB HIS 404
ATOM 4238 HB2 HIS 283| [ATOM 5699 HB2 HIS 380 ATOM 6074 HB2 HIS 404
& ATOM 4239 HB3 HIS 283| |ATOM 5760 HB3 HIS 380 ATOM 6075 HB3 HIS 404

ATOM 4240 CG HIS 283| |AaToM 5701 CG HIS 380 ATOM 6076 CG HIS 404 )

ATOM 4241 ND1 HIS 283 [aToM 5702 ND1 WIS 380 ATOM 6077 ND1 HIS 404

ATOM 4242 [HDI]HIS 283| |ATOM 5703 [HDI]HIS 380 ATOM 6078 HIS 404 !

ATOM 4243 CE1 HIS 283| [ATOM 5704 CE1 HIS 380 ATOM 6079 CE1 HIS 404

ATOM 4244 [REL]WIS 283 |aton 5705 EQHIs 380 | |[ATOM 6086 [FELHIS o4
ATOM 4245 NE2 HIS 283| |atoM 5706 NE2 HIS 380 ATOM 6081 NE2 HIS 404
ATOM 4246 CD2 HIS  283| |arom 5767 c02 HIS 380 ATOM 6082 (D2 HIS 404
aton 4247 [RozHis  283| lurow 708 [ozjurs 3eo | |ATOM 6083 [HozlHIs 404
ATOM 4248 C HIS  283| laton 5700 € WIS 388 ATOM 6084 C HIS 404
ATOM 4249 0 HIS  283| |arom 5710 0 HIS 380 ATOM 6085 O HIS 404

B - HIE

ATOM 3178 N HIS 211 ||ATOM 3353 N HIS 222 ATOM 3795 N HIS  252| | ATOM 4289 N HIS 286 ATOM 6475 N HIS 431
ATOM 3179 H HIS 211 ||ATOM 3354 H HIS 222 ATOM 3796 H HIS 252| | ATOM 4290 H HIS 286 ATOM 6476 H HIS 431
ATOM 3180 CA HIS 211 ||ATOM 3355 CA HIS 222 ATOM 3797 CA HIS  252| | ATOM 4291 CA HIS 286 ATOM 6477 CA HIS 431
ATOM 3181 HA HIS 211 ||ATOM 3356 HA HIS 222 ATOM 3798 HA HIS  252| | ATOM 4292 HA HIS 286 ATOM 6478 HA HIS 431
ATOM 3182 CB HIS 211 ||ATOM 3357 CB HIS 222 ATOM 3799 CB HIS  252| | ATOM 4293 CB HIS 286 ATOM 6479 CB HIS 431
ATOM 3183 HB2 HIS 211 || ATOM 3358 HB2 HIS 222 ATOM 3800 HB2 HIS  252| | ATOM 4294 HB2 HIS 286 ATOM 6480 HB2 HIS 431
ATOM 3184 HB3 HIS 211 || ATOM 3359 HB3 HIS 222 ATOM 3801 HB3 HIS  252| | ATOM 4295 HB3 HIS 286 ATOM 6481 HB3 HIS 431
ATOM 3185 CG HIS 211 ||ATOM 3360 CG HIS 222 ATOM 38062 CG HIS  252| | ATOM 4296 CG HIS 286 ATOM 6482 CG HIS 431
ATOM 3186 ND1 HIS 211 || ATOM 3361 ND1 HIS 222 ATOM 3803 ND1 HIS 252 | ATOM 4297 ND1 HIS 286 ATOM 6483 ND1 HIS 431
ATOM 3187 CE1 HIS 211 ||AToM 3362 CE1 HIS 222 ATOM 3804 CE1 HIS 252| | AToM 4298 CE1 HIS 286 ATOM 6484 CE1 HIS 431
AToM 3188 [HELHIS 211 || AToM 3363 [RELHIs 222 ||AToM 3865 [HE]HIS 252| | ATOM 4299 [HEHIS 286 || atom eass [HELHIS 431
ATOM 3189 NE2 HIS 211 || ATOM 3364 NE2 HIS 222 ATOM 3806 NE2 HIS  252| | ATOM 4300 NE2 HIS 286 ATOM 6486 NE2 HIS 431
ATOM 3190 [HE2JHIS 211 [|ATOM 3365 [HEZHIS 222 AToM 3807 [HE2|HIS 252| | ATOM 4301 [HEZ]HIS 286 ATOM 6487 [HEZ]HIS 431
ATOM 3191 D2 HIS 211 ||ATOoM 3366 CD2 HIS 222 ATOM 3808 CD2 HIS 252| | ATOM 4362 CD2 HIS 286 ATOM 6488 CD2 HIS 431
AToM 3192 [HD2]HIS 211 |[AToM 3367 [HDZ HIs 222 [|AToM 3809 [HD2]HIs  252| | ATOM 4303 [HD2]HIS 286 || AtoM 6489 [HD2]HIS 431
ATOM 3193 C HIS 211 ||ATOM 3368 C HIS 222 ATOM 3810 C HIS 252| | ATOM 4304 C HIS 286 ATOM 6490 C HIS 431
ATOM 3194 0 HIS 211 ||aToM 3369 0 HIS 222 ATOM 3811 O HIS 252| | ATOM 4365 0 HIS 286 ATOM 6491 O HIS 431

C - HIP

ATOM 4818 N HIS 321| JaToM 5801 N HIS 386 ATOM 6716 N HIS 446
HlP ATOM 4819 H HIS 321| |aToM 58062 H HIS 386 ATOM 6717 H HIS 446
ATOM 4820 CA HIS 321| |aToM 5803 CA HIS 386| |AToMm 6718 CA HIS 446
ATOM 4821 HA HIS 321| |aToM 5864 HA HIS 386| |AToM 6719 HA HIS 446
ATOM 4822 (B HIS 321| |aTom 5865 (B HIS 386| |AToMm 6720 B HIS 446
ATOM 4823 HB2 HIS 321| |AToM 5806 HB2 HIS 386| |ATOM 6721 HB2 HIS 446
ATOM 4824 HB3 HIS 321| |ATOM 5807 HB3 HIS 386| |ATOM 6722 HB3 HIS 446
ATOM 4825 CG HIS 321| |ATOM 5808 CG HIS 386| |ATOM 6723 CG HIS 446
ATOM 4826 ND1 HIS 321| |AToM 5869 ND1 HIS 386| |AToM 6724 ND1 HIS 446
ATOM 4827 [HD1]HIS 321 |ATOM 5816 [HDJHIS 386 ATOM 6725 [HDI]HIS 446
ATOM 4828 CE1 HIS 321| |ATOM 5811 CE1 HIS 386| |ATOM 6726 CE1 HIS 446
ATOM 4829 [HELHIS 321| |ATOM 5812 [HEL|HIS 386 ATOM 6727 [HEL]HIS 446
ATOM 4830 NE2 HIS 321| |ATOM 5813 NE2 HIS 386| |ATOM 6728 NE2 HIS 446
ATOM 4831 [HEZ HIS 321 |ATOM 5814 [HEZJHIS 386 | |ATOM 6729 [HEZ]HIS 446
ATOM 4832 D2 HIS 321| |ATOM 5815 (D2 HIS 386| |ATOM 6730 (D2 HIS 446
ATOM 4833 [HDZ HIS 321 |ATOM 5816 [HDZ]HIS 386 | |ATOM 6731 [HD2]HIS 446
ATOM 4834 C HIs 321 |ATOM 5817 C WIS 386 |ATOM 6732 C HIS 446
ATOM 4835 0 HIs 321 |ATom 5818 o HIS 386| |ATOM 6733 0 HIS 446

Fonte: Autores.
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As histidinas (HIS) sdo aminoacidos especiais em termos de protonacao, dado seu pka proximo
de 6.0 em solucdo. Assim, em pH abaixo de 6.0, ha tendéncia do seu anel imidazol estar todo
protonado, tornando-se cationico. Mas, acima de 6.0, especialmente proximo do pH fisiologico (entre
7.0 e 7.5), um dos dois protons do imidazol pode ser perdido, fazendo com que algumas HIS possam
se apresentar também na forma de 2 tautdmeros neutros (SHENHUI; HONG, 2011). Deve-se levar em
conta ainda que, no contexto de proteinas, seu pka ¢ dependente do ambiente quimico e estrutural em
que se encontra, podendo ter variagoes tdo grandes como entre 3 ¢ 9 (EDGCOMB; MURPHY, 2002).
O programa H++ tenta lidar com todas essas complexidades em seu framework teodrico e heuristico.
Esses residuos podem ter os seguintes nomes, segundo o AMBER*:

1.  HIS — em PDB original;
it.  HID — quando o hidrogénio esta presente no nitrogénio delta;
iii.  HIE — quando o hidrogénio esta presente no nitrogénio épsilon;
iv.  HIP — quando hidrogénio em ambos os nitrogénios, isto €, positivamente carregados.

A tarefa acertar protonacao sera entao responsavel por recuperar no arquivo fornecido pelo H++
os dados referentes a cada uma das histidinas existentes no arquivo e realizar a verificagdo dos
hidrogénios para se descobrir em qual das situagdes elas se encontram, realizando a correta
denominac¢ao de cada uma delas.

A molécula 4EY6 possui ao todo 11 histidinas. Elas foram classificadas como sendo 3 HID (283
— 386 —404), 4 HIE (211 — 222 — 252 — 286 —431) ¢ 3 HIP (321 — 386 — 446). A Figura 17 apresenta
um compilado de informagdes. Primeiro existem as imagens de cada uma das moléculas de histidina,
onde ¢ possivel ver as ligagdes dos hidrogénios nos anéis, sendo possivel perceber a diferenca entre
cada um dos trés tipos nas estruturas dos residuos.

Também ¢ possivel ver na figura, trechos do PDB que veio do H++, separados pelas categorias.
Na Figura 17 — A, encontram-se as 3 histidinas que foram identificadas como HID, na Figura 17- B as
histidinas identificadas como HIE e na Figura 17 — C as histidinas identificadas como HIP. Em cada
um dos trechos foram marcados de vermelho os hidrogénios que devem ser observados para a tomada
de decisdo de qual serd a sua classificagdo. Sendo assim, as histidinas HID tiveram marcados os
hidrogénios HD1, HD2 e HE1. Nas HIE tiveram marcados HE1, HE2 e HD2. E nas HIP possuem os
hidrogénios HD1, HD2, HE1 e HE2. Com essas informacodes € possivel realizar entdo a identificagao
em cada um dos tipos determinados, acertando o arquivo com essa informag¢ao. Posteriormente, na
defini¢ao do campo de forga, o antechamber e o tLeap do AMBER, fardo a inser¢ao dos hidrogénios
conforme especificado.

Hoje o ProtCool Dynamic estd preparado para tratar a protonacdo das histidinas. Demais
residuos serdo posteriormente implementados na ferramenta.

Outra informacgao de troca de nomes ¢ trocar as pontes dissulfeto para a nomenclatura do residuo
para “CYX” ao invés de “CYS”, conforme o arquivo original. Sendo assim, nesse script sao alteradas
essas informagdes no PDB. Para que os arquivos fiquem com a nomenclatura correta, tanto o arquivo
de configuracdo quanto o arquivo de acertos sao corrigidos com os nomes corretos das histidinas e da
cisteina.

A ultima tarefa dessa etapa € responsavel por agrupar a proteina com cada um dos ligantes,
formando um arquivo de complexo para cada um dos ligantes. No caso, como ¢ uma atividade que
requer resultado do docking, precisam de dois scripts, uma para a saida do docking Vina e a outra para
a saida do docking Smina. Uma observacao importante ¢ que como o docking pode colocar nome
padrao no PDB da conformacao gerada, os scripts ja realizam o acerto do nome do ligante, colocando
o nome passado pelo pesquisador no arquivo de configuragdo. Além disso, um arquivo foi gerado para
armazenar os dados referentes ao residuo de inicio e fim de cada uma das cadeias presentes no PDB e,

40 http://ambermd.org/Questions/HIS.html
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também, do ligante com o qual esta se trabalhando. Nesse arquivo sao apresentadas as informagdes de
cada um dos arquivos gerados dos ligantes, apresentando os valores dos residuos das cadeias e do
ligante. Esse arquivo sera importante para que o pesquisador consiga identificar esses dados nos
arquivos gerados posteriormente.

A etapa de campo de forga, solvatacdo e ionizagao € realizada utilizando-se o AMBER e por isso
todas as atividades ficaram agrupadas. E importante ressaltar que nessa etapa estd sendo realizada a
defini¢do da topologia a partir de um campo de forca escolhido pelo pesquisador.

A primeira tarefa ¢ responsavel por gerar o campo de forca do ligante (topologia do ligante).
Nessa etapa com o arquivo mol2 do ligante sdo criados dois arquivos de cada ligante, o frcmod e o
arquivo /ib. Esses dois arquivos sdo necessarios para a entrada de dados do campo de forga do
complexo. Para realizar essa etapa, o pesquisador fornecerd o campo de forca com o qual deseja
trabalhar. Por enquanto s6 foram realizados testes mais apurados para o campo de forca ff99SB, apesar
de todos os campos de forca AMBER poderem ser utilizados. Para gerar esses arquivos inicialmente
se utiliza o antechamber para pegar o arquivo mol2 e converter para o mol2 no formato necessario
(com cargas). Apés esse passo, € utilizado o parmchk2 que é responsavel por gerar o arquivo frcmod
e finalmente ¢ utilizado o t/eap para fazer a geragao do arquivo /ib.

Para executar o antechamber (com -c bce) e o parmchk? (com -s gaff) sdo utilizados os
parametros padrao do antechamber e para a utilizacao do tleap, além de usar o campo de forca ff99SB
também ¢ utilizado o gaff. Todos os arquivos de log gerados pelo sistema AMBER s3o armazenados
na pasta log do pesquisador. Para ter todos os logs, inclusive o do passo a passo de todas as execucoes
realizadas pelo AMBER, dois arquivos de script foram gerados, com um apenas para realizar a geragao
do log.

As duas proximas tarefas dessa etapa sao interligadas (preparar campo de forga complexo e gerar
campo de forca complexo). Um dos objetivos do ProtCool Dynamic ¢ que o pesquisador tenha
condi¢gdes de gerar os arquivos de preparagdao de forma automatica, sem intervencao ao longo do
processo. Nesse ponto seriam necessarias algumas informagdes para que se conseguisse gerar 0s
campos de forca de forma adequada. Para gerar o campo de for¢ca do complexo, sua solvatacdo e
ionizacao, ¢ necessario saber o campo de forga utilizado, a caixa de solvatagdo (seu tamanho e tipo),
as pontes dissulfeto existentes e, também, informar os ions a serem utilizados e a quantidade de ions
que deve ser inserida no sistema.

As informagdes de campo de forca e caixa de solvatacdo sdo fornecidas pelo pesquisador. No
caso da solvatagdo ja ¢ fornecido o nome completo a ser utilizado, com seu tamanho sendo especificado
(exemplo, TIP3PBOX 12). As pontes dissulfeto sdo recuperadas ao longo do processo. Quanto aos
ions, € considerado no ProtCool Dynamic os ions Na+ e Cl- e para saber a quantidade de ions esses
valores sao calculados de acordo com o volume e a carga do sistema. Assim, para realizar o calculo da
1onizacao era necessario recuperar a carga do sistema e o seu volume.

Para isso, a tarefa “preparar campo de forca” € responsavel por gerar as informacdes de volume
e carga do complexo. Isso € conseguido por meio do tleap, que consegue gerar os dados necessarios.
Na verdade, ¢ rodado o processo até a etapa de solvatagdo, porém apenas ¢ armazenado o log do tleap
que contém essas informacgoes. Assim, o “gerar campo de for¢ca do complexo” recupera esses valores
do log do tleap e fazem os célculos para fazer todo o processo.

A tarefa “preparar campo de forca complexo” realiza entdo a geracao do script do tleap e faz a
sua execug¢do para gerar o /og. A saida principal ¢ esse log que sera analisado na proxima tarefa para
que os dados possam ser calculados. Como essa atividade pode ter uma grande quantidade de ligantes
e a execucao do tleap pode demorar um pouco, o script foi realizado em paralelo, conforme a gente ja
utilizou anteriormente. Sendo assim, sao necessarios 4 scripts para a geragao dos dados, dois para o
Vina e dois para o Smina. Um script para preparar a chamada paralela e o outro para efetivamente
executar a funcionalidade.

A Figura 18 possui um trecho do arquivo de log gerado pela tarefa “preparar campo de forga
proteina”. Estd marcado de vermelho as informagdes de volume e carga que sdo utilizadas na proxima
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tarefa “gerar campo de forga proteina”. O script “gerar campo de forca da proteina” recupera esse valor
e realiza os calculos da quantidade de ions Na+ e CIl- que devem ser inseridos. Para realizar esse
calculo, o pesquisador informou a concentragdo idnica desejada (no arquivo de configuragao) e ¢ com
relagdo a ela que os calculos sao efetuados.

A partir do volume recuperado do arquivo de log, ProtCool realiza o calculo de litros do sistema.
Sabendo-se qual ¢ a quantidade de ions e a forga i6nica desejada pelo usuario, € calculada a quantidade
de mol de ions que o sistema devera inserir e, finalmente, considerando o nimero de Avogrado, ¢
calculada a quantidade de ions que deve ser inserida no sistema. Para a inser¢ao destes ions, o primeiro
passo ¢ verificar a carga do sistema. O sistema deve estar neutro para que a insercao seja realizada de
forma correta. Assim, verifica-se a carga do sistema e faz a neutralizagdo, caso seja necessario. Apos
esta neutralizacao sdo inseridos a quantidade de ions de Na+ ou CI- até a quantidade de ions calculados
e posteriormente faz-se a inser¢ao do outro ion (Na+ ou Cl-) até a neutralidade do sistema.

Figura 18 — Arquivo log complexo 4EY6GNT - Preparacdo. Na imagem estdo marcados de
vermelho os dados que sdo importantes e que serao avaliados para o calculo dos valores de ionizagao
do sistema.

AMBER General Force Field for organic molecules (Version 1.81, May 2017)
Loading parameters: ./gnt.frcmod
Reading force field modification type file (frcmod)
Reading title:
Remark line goes here
Loading library: ./gnt.lib
Loading PDB file: ./4EY6gnt.pdb

total atoms in file: 4227

Leap added 4110 missing atoms according to residue templates:

4110 H / lone pairs

Solute vdw bounding box: 63.724 63.120 80.328
Total bounding box for atom centers: 87.724 87.120 104.328
Solvent unit box: 18.774 18.774 18.774
Total vdw box size: 90.530 90.423 106.952 angstroms.

|Volume: 875510.116 A~3 |
Total mass 450525.286 amu, Density 0.855 g/cc
Added 21695 residues.
Total unperturbed charge: -3.999999
Total perturbed charge: -3.999999
Quit

Exiting LEaP: Errors = 0; Warnings = 0; Notes = 0.

Fonte: Autores.

A Figura 19 apresenta o script usado no tleap para de fato gerar o campo de forca, solvatacao e
ionizacdo. Nesse script, além da entrada dos dados do complexo, sdo carregados os dados apenas da
proteina e do ligante. Isso € realizado para facilitar a analise do pesquisador. Em algumas analises, por
exemplo MMPBSA - Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (WANG et al., 2018),
usada para estimar a energia livre de complexos moleculares, sdo necessarios os arquivos prmtop nao
apenas do complexo solvatado, mas da proteina e do ligante antes da solvatacao. Assim, o workflow
ja faz a geragdo desses arquivos, evitando que o pesquisador tenha que gerar dados a partir dos arquivos
ja existentes.

ApoOs executar esse script, tem-se o complexo com a topologia definida, sua solvatagdo e
ionizacdo. Conforme ocorre com o script de preparagdo, a geragdo também ¢ realizada em paralelo,
usando, portanto, 4 scripts, conforme mencionado anteriormente.

Quando o AMBER (tleap) realiza o salvamento do arquivo PDB com os ions e as moléculas de
agua, ele coloca um nome padrdo para o ligante, perdendo a configuragdo do nome correto. Para
prosseguir no ProtCool Dynamic, a tarefa organizar PDB ¢ responsavel por acertar o nome do ligante
de acordo com o nome fornecido pelo pesquisador no arquivo de configuragdo. Apesar do NAMD
salvar o arquivo PDB sem a identifica¢do das cadeias, decidiu-se permanecer com o arquivo assim,
uma vez que ele possui a identificagao de TER (tag para terminador de cadeia), além de o arquivo ja
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esta com os residuos numerados sequencialmente, ndo comprometendo a identificagdo das cadeias,
mesmo que existam mais de uma cadeia no arquivo. Porém, posteriormente, na andlise isso deve ser
observado para conseguir fazer as analises adequadamente. Ao finalizar essa tarefa, sera executada a
ultima etapa do workflow. Sao dois scripts, um para Vina e outro para Smina.

Figura 19 — Arquivo script complexo 4EY6GNT - Geracao. Script completo do tleap para geragao
da solvatacdo e ionizacdo do sistema. Sdo salvos arquivos adicionais que poderdo auxiliar o
pesquisador em analises futuras das dindmicas.

source ~/amber18/dat/leap/cmd/oldff/leaprc.ff99SB

source leaprc.gaff

loadamberparams gnt.frcmod

loadoff gnt.lib

complex = loadpdb 4EY6gnt.pdb

ligand = loadmol2 gnt.mol2

protein = loadpdb 4EY6_7.pdb

bond complex.68.SG complex.95.SG

bond protein.68.SG protein.95.SG

bond complex.256.SG complex.271.SG

bond protein.256.SG protein.271.SG

bond complex.408.SG complex.528.SG

bond protein.408.SG protein.528.SG

saveamberparm ligand gnt_Vina.prmtop gnt_Vina.inpcrd
saveamberparm protein 4EY6_Vina.prmtop 4EY6_Vina.inpcrd
saveamberparm complex 4EY6gntnoSol_Vina.prmtop 4EY6gntnoSol_Vina.inpcrd
solvatebox complex TIP3PBOX 12

saveamberparm complex 4EY6gntSol_Vina.prmtop 4EY6gntSol_Vina.inpcrd
charge complex

addIonsRand complex Na+ 3.999999

addIonsRand complex Na+ 79.0

addIonsRand complex Cl- 0

saveamberparm complex 4EY6gnt_Vina.prmtop 4EY6gnt_Vina.inpcrd
savepdb complex 4EY6gnt_Vina.pdb

quit

Fonte: Autores.

Na ultima etapa do ProtCool Dynamic existem 5 tarefas que devem ser realizadas. As 3
primeiras tarefas sdo responsaveis por definir os dados referentes as configuracdes necessarias da
dindmica NAMD, a sua metodologia, informando como sera realizada a minimizagao e relaxamento
do sistema para que ele possa ser colocado em produgdo. As outras duas tarefas sao para organizacao
final, sendo responsaveis por disponibilizar um arquivo TAR com todos os arquivos necessarios para
executar a dinamica e o outro para envio de email para o pesquisador informando que o processo esta
finalizado e enviando os /ogs do processo para que ele possa analisar como foi a preparagao.

Na Secao 2.4.1.6 foi especificado que para se definir o relaxamento do sistema (complexo-
ligante), ¢ importante se definir os passos desse relaxamento, bem como, se definir as restri¢des
harmdnicas que serdo impostas ao sistema. A primeira tarefa ¢ responsavel por essa atividade.

Para se entender melhor como isso € realizado no sistema, tem que se analisar o arquivo de
configuragdo (confdinamica.txt) que o pesquisador fornece para o ProtCool Dynamic. Existe
uma parte desse arquivo de configuragdo que € extremamente importante nessa parte do workflow.
Essa parte se inicia com [NumberSimulations], esse campo apresenta a quantidade de
simulagdes que serdo executadas. Nesse valor estdo inclusas todas as etapas do experimento, ou seja,
desde a minimizacao, todas as etapas de relaxamento e a etapa final de producao. Com isso, o
ProtCool Dynamic j4 realiza a geracdo de todos os arquivos necessarios € gera o script final para ser
executado na maquina escolhida pelo pesquisador.

Dentro dessa secao do arquivo de configuragdo existem as N subsecdes delimitadas por

[ Number] e [ EndNumber]. Dentro desses dois delimitadores existem os campos necessarios para
que se gerem tanto os arquivos PDB de restricdo do sistema, quanto os arquivos de configuracao
NAMD gerados. Ou seja, para cada uma das execugdes o pesquisador deve informar o valor dos
campos para geracao dos arquivos de configuracao.
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Para a tarefa de definir restrigdes, o campo importante das subsegdes € o campo [FREE]. Esse
campo indica todos os residuos que serdo especificados como livres durante a simulagdo. Especifica-
se 0s campos livres ao invés dos campos restritos para diminuir a quantidade de informagdes a serem
digitadas. Existem as seguintes possibilidades para defini¢ao do campo [FREE]:

i.  Agua livre — coloca todas as moléculas de agua livres na simulagio. Usa o valor — Water;
ii.  fons livres — os ions Na+ e Cl- ficam livres durante a simula¢o. Usa o valor — lons;

1. Ligante livre — o ligante serd colocado como livre. Usa o valor — Ligand;

iv.  Liberar apenas hidrogénios nos ligantes — apenas os hidrogénios do ligante ficam livres
e os demais atomos continuam restritos. Usa o valor: LigandH;

v.  Cadeia lateral do ligante — toda a cadeia lateral do ligante ficard livre. Usa o valor —
SCLigand,

vi.  Cadeia lateral da proteina — toda a cadeia lateral da proteina ficara livre. Usa o valor —
SCProtein;

vil.  Proteina livre — a proteina inteira fica livre. Usa o valor: Protein;

viii.  Cadeia da proteina — uma cadeia especifica da proteina fica livre. Usa o valor:
ProteinChain A;

ix.  Cadeia lateral de uma cadeia da proteina — todos os atomos da cadeia lateral de uma das
cadeias da proteina ficardo livres. Usa o valor: SCProteinChain A;

x.  Cadeia lateral de um dado residuo — a cadeia lateral daquele residuo especificado fica
livre. Usa o valor - SC TRP A 86;

xi.  Residuo livre — o residuo especificado fica livre. Usa o valor - TYR A 72;

xil.  Liberar N residuos no inicio de uma cadeia da proteina — a quantidade de residuos
desejados pelo pesquisador no inicio da cadeia da proteina estard livre. Usa o valor:
ProteinBegin A 5;

xiii.  Liberar N residuos no fim de uma cadeia da proteina — a quantidade de residuos
desejados pelo pesquisador no fim da cadeia da proteina estara livre. Usa o valor:
ProteinEnd A 10;

xiv.  Tudo livre — todo o PDB fica livre (proteina, ligante, ions e 4gua). Usa o valor: ALL.

Estas defini¢des especificam o que sera considerado livre ou o que ficard com restrigoes
harmdnicas no sistema, durante a etapa de simulacao de dinamica molecular. Conforme descrito na
secdo 2.4.1.6, as restricdes harmodnicas diminuem a mobilidade dos 4&tomos. Assim, uma boa estratégia
de relaxamento ¢ aquela em que o complexo inicia com alta restricdo harmonica, € que com o passar
do tempo, va diminuindo as restrigdes, ou seja, libera os &tomos para movimentos livres na dinamica.
O campo [Free] determina, assim, os 4&tomos (ou grupo de dtomos) que estarao livres durante aquele
tempo de simulagdo.

Existem ao todo 14 possibilidades de sele¢do para o campo [Free]. Estas selecdes foram
construidas de forma a possibilitar que grupos diversos no complexo possam ser atendidos para
liberacao das restricdes harmonicas. Foram identificados possiveis grupos que podem ser observados
no complexo e que fazem sentido quanto a liberacao das restrigdes, tais como: proteina, ligantes,
residuos especificos, cadeias laterais de residuos especificos, cadeia da proteina. E comum que
pesquisadores também facam a distin¢do entre liberar todo o residuo ou apenas a cadeia lateral de
determinados residuos, pois as cadeias laterais normalmente possuem maior mobilidade do que o
backbone do residuo. Outra estratégia € a liberacao de residuos no inicio e final da proteina, também
devido a mobilidade destes residuos.

Essa tarefa de posse desses dados do arquivo de configuragdo realiza a atualizacdo do arquivo
PDB para que ele apresente a Gltima coluna numérica (coluna B — Beta — Temp Factor) com o valor
1.00 para atomos restritos e 0.00 para atomos livres. Essa coluna no arquivo de configuracdo do
NAMD deve ser especificada com o valor B para [Conskcol].
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Uma observagdo importante a ser considerada € que o pesquisador deve ficar atento no momento
de definir os tipos de restrigdes, pois uma acaba por sobrescrever a outra. Exemplo disso € que se o
pesquisador colocar LigandH e Ligand, em uma simulagao, o ligante ficara todo livre e ndo apenas os
hidrogénios.

Assim, segue uma hierarquia de acordo com os tipos:

1. Water e Ions — s6 tem a possibilidade de deixar livre ou ndo. Nao sdao sobrescritos por
nenhum outro a nao ser quando coloca a opgao ALL.

ii.  Ligante — As opgdes sdo LigandH, SCLigand e Ligand. Nessa ordem de sobrescrigao,
lembrando que o SCLigand s6 ocorrera no caso de ligantes do tipo peptidico. Sobrescrito
quando seleciona ALL.

iii.  Residuo — SC TRP A 86, TRP A 72. Nessa ordem de sobrescricdo. Lembrando que se
colocar proteina toda livre sobrescreve os dois, porém, se colocar proteina SC TRP A 72
e TRP A 72. A proteina ficara com a cadeia lateral livre mais o residuo desejado
completamente livre. Sobrescrito quando seleciona ALL. Ficar atento ao selecionar junto
qualquer opcao de cadeia e proteina, pois pode afetar o resultado.

iv.  Cadeia da Proteina — SCProteinChain A, ProteinBegin A 5, ProteinEnd A 10,
ProteinChain A. Considerando os itens que levam em consideracdo as cadeias das
proteinas esta ¢ a ordem se sobresci¢do dentro da cadeia. Porém, como sdo parte da
proteina, no caso de selecionar a restrigdo da proteina inteira, ela ¢ sobrescrita, ou seja,
mesmo falando que queria a restricdo apenas da cadeia lateral da cadeia A da proteina,
se colocar também a opcao Protein, toda a proteina ficard livre. Sobrescrito quando
seleciona ALL. Ficar atento ao selecionar junto qualquer opcao de proteina e residuo,
pois pode afetar o resultado.

v.  Proteina — SCProtein, Protein. Nessa ordem de sobrescri¢do. Sobrescrito quando
seleciona ALL. Ficar atento ao selecionar junto qualquer opg¢ao de cadeia e residuo, pois
pode afetar o resultado.

Para cada complexo (proteina-ligante) ¢ gerada uma pasta e dentro da pasta os arquivos PDB
com as restri¢des definidas. Os arquivos possuem o nome moleculaligante N.pdb, onde N ¢ o nimero
da simulacdo. Ao final do processo, quando o arquivo for selecionado para a pasta simulagdo, seu
nome sera alterado, ficando restrict N.pdb, com N indicando o nimero da simulacdo. No arquivo de
configuragdo serd considerado o nome restrict N.pdf. Nesse caso, dois scripts foram criados, um para
o Vina e outro pro Smina.

A segunda tarefa dessa etapa ¢ a “buscar centro geométrico”. Como o workflow tem por principio,
tanto fazer toda a preparacao de forma automatica, quanto realizar todo o processo de forma a que o
pesquisador tenha menos trabalho, os calculos de PME (Particle Mesh Ewald) sdo realizados pelo
sistema. O PME ¢ um método eletrostatico usado em condic¢des periddicas de contorno. Para realizar
esse calculo € necessario buscar o Centro Geométrico da molécula. O workflow utiliza o VMD para
fazer esta busca, gerando o script VMD. Na tarefa de geracdo do arquivo de configuracdo sao
calculados os valores de acordo com os dados desse arquivo. O script fornece os valores do centro
geométrico e de valores de min e max de x, y e z. Assim, o valor de X, y e z s@o calculados a partir dos
valores de min e max de x, y e z.

A terceira tarefa ¢ responsavel por montar o arquivo de configuragdo. Conforme descrito
anteriormente, a parte do arquivo descrita por [NumberSimulations], [Number] e [EndNumber)
apresenta a quantidade de simulagdes a serem realizadas e as suas caracteristicas. S3o desses campos
que o workflow busca as informagdes para gerar o arquivo de configura¢ao de cada simulagdo NAMD.
Alguns campos, tais como os campos referentes a nomes de arquivos sao preenchidos automaticamente
pelo script, com os nomes utilizados no workflow. Além disso, os dados de PME sdo calculados pelo
script para facilitar a tarefa do pesquisador.
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Os dados utilizados pelo script sdo os referentes ao centro (center x, center y € center z) € 0S
dados referentes aos valores de x, y € z. Em cellBasisVectorl, cellBasisVector2 e cellBasisVector3 sao
utilizados os valores de X, y e z € em cellOrigin sao utilizados os valores do centro. Para os valores de
PMEGridSizeX, PMEGridSizeY e PMEGridSizeZ calcula-se um valor elevado ao cubo em que os
valores de x, y e z sdo inferiores ao valor calculado.

Os demais dados do arquivo de configuracao sdao fornecidos pelo pesquisador por meio do
arquivo de configuragdo. Nessa tarefa existem dois scripts, um Vina e outro Smina.

A proxima tarefa “gerar script NAMD?”, € responsavel por criar uma pasta com todos os arquivos
necessarios para que a simulacio NAMD seja realizada. Nela estdo os seguintes arquivos: PDB,
prmtop, inpcrd, todos os arquivos de restri¢ao, todos os arquivos de configuragdo e um arquivo que ¢
um script que deverd ser executado no servidor em que o pesquisador fara a pesquisa. Sendo assim,
basta que o pesquisador copie a pasta para o local desejado e execute o script gerado para que a
dinamica seja realizada. Para cada ligante existente no arquivo de configuragao, uma pasta separada ¢
disponibilizada.

O arquivo dinamica. py gerado € preparado para que seja realizada a dindmica em triplicata,
sendo a preparacao (minimizacao e relaxamento) executada apenas uma unica vez, copiada para as
demais pastas e entdo, a simulacdo em producao (a ultima simula¢do programada) ¢ realizada trés
vezes, cada uma separada devidamente em pastas que sao nomeadas como 1Rodada, 2Rodada e
3Rodada. Internamente a cada pasta havera todos os arquivos de dinamica e cada arquivo gerado pela
dinamica tera o formato MoleculaLigante N, onde “Molecula” ¢ o nome da molécula, “Ligante” ¢ o
nome do ligante ¢ N ¢ o nimero da simulacao realizada. Exemplo, 4EY6gnt 9.dcd ¢ o arquivo DCD
da proteina 4EY6, ligante gnt e ¢ a 9 simulagdo. Nesse caso, esse era o arquivo em producao, uma vez
que essa simulagdo foi programada para ter 9 passos (1 de minimizacdo, 7 de relaxamento ¢ 1 em
producao).

A tltima tarefa do workflow € a de envio de email. Essa tarefa ¢ responsavel por enviar um email
ao final do processo para o pesquisador, informando que a execucao de todo o processo finalizou. No
email ¢ informada a pasta onde os arquivos podem ser recuperados e sdo anexados dois arquivos de
log. O log da execugdo de todo o workflow (1ogWorkflow.1log), que mostra passo a passo a
execucdo de todo o sistema. E o log de execugdo do ProtCool Dinamica.py que indica como foi
a execuc¢ao do sistema de chamadas realizadas. Com esses arquivos € possivel verificar a situagdo da
execugdo. Se ocorreram erros € se o workflow finalizou gerando todos os arquivos adequadamente.

A preparacdo dos arquivos de entrada consta apenas da geracdo do arquivo
confdinamica. txt e da disponibilizagdo dos arquivos PDB e mol2 apenas nos casos em que o
pesquisador quiser usar arquivos proprios. Todos os demais arquivos sdo gerados em tarefas do
ProtCool Dynamic e um arquivo de saida serve como entrada para o préximo arquivo do workflow. O
processo ficou completamente automatizado de forma a que o pesquisador tenha que apenas montar o
seu arquivo confdindmica. txt e executar o script ProtCool Dinamica.py.

Todos os scripts foram desenvolvidos checando se os arquivos iniciais necessarios estavam
presentes, gerando entradas do arquivo Errorlog. txt em caso de alguma falha. Além disso, todos
0s scripts possuem tratamento de excegdo, o que garante mais uma gestao de erros no sistema.

3.3.ProtCool_Docking

O ProtCool Docking foi preparado para realizar a etapa de docking de multiplos ligantes do
virtual screening. Para a realizacao desse workflow foram utilizados os scripts da parte de docking ja
existente na ProtCool Dynamic. Porém, alguns ajustes foram necessarios principalmente devido ao
volume de dados que sdo processados quando se realiza um virtual screening, bem como por, na
maioria das vezes, o processo ter que ser realizado em servidores, devido ao grande volume de
informacgodes processadas.
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Como em screening normalmente se trabalha com grandes volumes de dados, torna-se inviavel
a criacdo manual de um arquivo de configuracdo com todos os ligantes. Assim, a primeira atividade ¢
gerar arquivo de configuracdo geral, que ¢ responsavel por, a partir de um arquivo de configuracao
inicial (confdinamica.txt), um novo arquivo de configuragdo confGeral.txt ¢ gerado
automaticamente pelo sistema. Para realizar isso, o script busca todos os arquivos do tipo pdbqt
existentes na pasta de execucao do script e, separa entre os arquivos lidos aquele que ¢ o pdbqt do
receptor dos pdbqt do ligante.

O confdinamica. txt ¢ bem mais simples no ProtCool Docking, uma vez que s6 precisa de
dados para o docking e, que os dados dos ligantes serdo recuperados automaticamente. O
confdinamica. txt possul as informacdes do pocket e das configuracdes definidas para uso do
docking. Além disso, deve-se também informar se serdo realizados docking Vina e Smina (para o caso
de o pesquisador desejar utilizar apenas um deles). E, sdo informados também dados da linguagem de
log (Language) e dados do receptor (Protein). No caso do receptor, ndo € necessario colocar o nome
completo do receptor, mas um nome que o diferencia do nome dos arquivos pdbqt do ligante. Além
disso, pode-se fazer tanto o docking rigido quanto o docking flexivel, e se definir a quantidade de
rodadas de docking que serdo realizadas. A quantidade de dockings nesse caso sera global, ou seja,
valera para todos os ligantes.

A segunda tarefa ¢ a de gerar arquivo de configuracdo docking. Essa atividade nao sofreu muita
modificagdo com relagdo a tarefa existente no ProtCool Dynamic. As mudancas foram mais em
relagdo ao arquivo de configuracao usado que passou a ser o confGeral. txt e em relagdo a pasta
de acesso do arquivo. Uma pasta ligandconf ¢ criada para armazenar todos os arquivos de configuracao
de docking criados nesse script.

A terceira atividade € a geracao de proteinas flex. Ela permite que o docking de multiplos ligantes
seja realizado em receptores flexiveis, o que amplia muito o poder da ProtCool Docking.

A quarta atividade ¢ a realizagao do docking propriamente dito. SO foram realizadas as alteragdes
no script para que pudesse considerar o confGeral. txt. Além disso, a tag CPUCluster foi
utilizada para que o pesquisador possa definir a quantidade de processadores a serem utilizados ao
invés do sistema pegar todos os nicleos da maquina, o que ¢ importante em relacao a servidores. Isso
garante que um mesmo servidor possa ser utilizado para processar diversas tarefas ao mesmo tempo.
Dependendo do numero de nucleos da maquina e da forma como a maquina ¢ compartilhada,
servidores podem rodar mais de um processo ao mesmo tempo. Poder selecionar para o ProtCool
quantos servidores estdo disponiveis ¢ uma configuracao interessante. Outra modificagdo ¢ que o
numero de rodadas de docking ¢ apenas uma entrada no arquivo de configuragdo e ndo mais uma
entrada para cada ligante. A quinta atividade de separar poses, também so teve as alteragcdes para
considerar o confGeral. txt e o DocNum.

A quinta atividade gerar mol2 ¢ responsavel por gerar o arquivo mol2 das poses obtidas. Essa
funcionalidade nao existia e foi desenvolvida. Existem dois scripts, um para o Vina e outro para o
Smina. Foi utilizado a API open babel para realizar a conversao.

Finalmente a tltima atividade ¢ a que recupera os scores dos dockings realizados, gerando um
unico arquivo TXT com todos os ligantes especificados. Existe um script para cada docking (Vina e
Smina). Os dados sdao fornecidos conforme exemplo da Figura 20. Nela ¢ possivel verificar alguns
resultados da base DB, tanto no Smina quanto no Vina.

Ao final de todo o processo, o pesquisador terd disponivel todos os logs gerados pelo sistema,
bem como todos os arquivos gerados ao longo do processo, tendo todas as poses tanto em pdbqt quanto
em mol2 e o arquivo com os dados de scores de cada conformacao alcancada. Em processos de
screening e€sse arquivo com o0s scores ¢ importante, pois ele serd uma das medidas a serem
consideradas para avaliacdo dos melhores ligantes do conjunto. Muitas vezes na verificacdo de
melhores poses e na geragao de consenso em VS, o score alcangado por cada pose ¢ um dos parametros
utilizados. A ProtCool Docking nao realiza a analise dos scores, apenas gera os arquivos para que
etapas posteriores de VS possam realizar essa tarefa.
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Figura 20 — Exemplo arquivo scores - ProtCool_Docking. Na imagem estao os exemplos dos dados
gerados para uma base DB. Primeira tabela sdo os resultados do Smina e na Segunda sao os resultados
do Vina.

poses scoreSmina poses scoreVina
DBO7978_5 -7.61454916 DBO7978_5 -6.9
DBO3024_6 -3.90049601 DB03024_6 -3.
DB14013_9 -5.5461545 DB14013_9 -5.
DB09189_8 -4.77050734 DB09189_8 -5.
DBO3869_5 -7.1114459 DBO3869_5 -6.
DB11807_8 -3.52930427 DB11807_8 -3.
DB02650_7 -2.62530255 DB02650_7 -2.
DB13212_6 -5.87798119 DB13212_6 -5.
DBO7028_9 -5.19035721 DBO7028_9 -5.
DB02420_1 -5.40125179 DB02420_1 -5.
DB06261_3 -3.66488194 DB06261_3 -3.

ONNULVULLOLOO ®

Fonte: Autores.
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4. ACETILCOLINESTERASE HUMANA
4.1.Doenca de Alzheimer

Descoberta em 1906 pelo psiquiatra alemao Alois Alzheimer (DE MEDEIROS FILHO et al.,
2020), a doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenga degenerativa que traz grande impacto tanto para o
paciente quanto para seus familiares e amigos. Isso ocorre devido a caracteristica da DA que modifica
a personalidade do paciente (ROCHA, 2017). A DA possui como caracteristicas a perda progressiva
neural (INESTROSA et al., 1996).

O paciente com DA passa por alguns estagios, sendo a doenca progressiva. Nos primeiros
estagios, o paciente apresenta cansaco, depressao, mudanca de humor. Ja em estagios mais avancados
se verifica a presenca de alucinagdes, dificuldade para falar, dentre outros sintomas (ROCHA, 2017;
SERENIKI, VITAL, 2008; BORGES et al., 2018). O primeiro aspecto clinico observado ¢ a perda de
memoria recente, sendo que as memorias antigas continuam preservadas (SERENIKI; VITAL, 2008;
BORGES et al., 2018). Existe posteriormente a dificuldade de atencao, problemas na fala, deterioragao
das fungdes cognitivas, da capacidade de realizacao de calculos e deterioracao das habilidades visuais
espaciais e de se usar objetos comuns e ferramentas do dia a dia (SERENIKI; VITAL, 2008; BORGES
etal.,2018).

Uma caracteristica que se observa em autdpsias realizadas na regido cerebral de pacientes com a
DA, ¢ que existe uma grande quantidade de placas senis (amiloides) emaranhadas com o tecido neural
(neurofibrilas). Um actimulo de filamentos anormais da proteina tau com a formacdo de novelos
neurofibrilares (NTF) (ROCHA, 2017; SERENIKI; VITAL, 2008; LONG; HOLTZMAN, 2019;
INESTROSA, 1996). Sao a presenga dessas placas amiloides e da proteina tau que sdo classificadas
como a principal causa da progressao da DA e do aparecimento dos sintomas em pacientes (PICANCO,
2018). O actimulo de placas amiloides parece ser a chave para o inicio da DA, porém, eventos como a
neuroinflama¢do e o acumulo da proteina tau acabam por serem identificados como os principais
responsaveis pela neurodegeneragao (LONG; HOLTZMAN, 2019).

Existe, além da deposicdo das placas semis e das neurofibrilas, uma atrofia cerebral,
principalmente na regido do hipocampo (HUANG; CHAO; HU, 2020). Uma informacao importante €
que a deposicdo cerebral das fibrilas AP} pode ocorrer décadas antes de o paciente apresentar os
sintomas clinicos da DA (HUANG; CHAO; HU, 2020; LONG; HOLTZMAN, 2019).

A hipotese colinérgica ¢ um dos mecanismos bioquimicos associado a neurodegeneracdo. Nessa
hipdtese, o sistema colinérgico de neurotransmissao possui um lapso que ocorre devido a senescéncia
e deposicao de placas amiloides nos neuronios. A acetilcolina (Ach, acetylcholine) ¢ um
neurotransmissor, que ¢ sintetizado no citoplasma dos neurénios pela agdo da colina-O-
acetilcolinesterase, utilizando o substrato acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e a colina que estdo
disponiveis no sangue (ROCHA, 2017). Com a producao da Ach, ela ¢ excretada na fenda sinaptica e
interage com os receptores colinérgicos, o que gera um sinal colinérgico entre um par de neurdnios.
Com a acdo da acetilcolinesterase (AchE, acetylcholinesterase) a Ach € hidrolisada em colina e Acetil-
CoA (ROCHA, 2017). O que se observa ¢ que uma baixa concentracdo de Ach ¢ encontrada em
pacientes que possuem quadros da DA (ROCHA, 2017; BORGES et al., 2018). A AchE ¢ responsavel
por regular, dessa forma, a concentracdo da acetilcolina quando ocorre uma transmissao do sinal
nervoso (WIESNER et al., 2007; BORGES et al., 2018).

Com isso, existem agdes que buscam aumentar a concentracdo de Ach na fenda sinaptica e uma
forma de se fazer isso € inibir a AchE, diminuindo assim, a velocidade de degradacao da Ach. Essa
estratégia busca diminuir os sintomas da DA (ROCHA, 2017).

A AchE ¢ da familia enzimatica serino-hidrolase, pertencente as colinesterases. Encontrada no
tecido neural, periférico, nervos e musculos, ¢ importante para o funcionamento do sistema nervoso,
com maior atividade em neurdnios motores (ROCHA, 2017). Possui estrutura globular dimérica, com
60 kDa, tamanho de 60x70x45 A por mondmero. Seu sitio ativo & estreito e possui profundidade de
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20 A, com grande quantidade de residuos aromaticos (ROCHA, 2017; BORGES, 2017). Os residuos
TYR337, TRP286 e TRP86 sao os trés residuos que mais interagem com os ligantes (BORGES, 2017).
Segundo Wiesner et al. (2007) a AchE tem um sitio ativo bem descrito na literatura, mas ainda ndo se
sabe todas as funcdes desempenhadas por todos os residuos no sitio ativo. E delimitada por diversos
subsitios (WIESNER et al., 2007), que podem ser visualizadas pela Figura 21:

1. Triade catalitica (sitio esterastico) especificadas pelos residuos SER203, HIS447 e

GLU334;

1. Sitio anionico delimitado pelos residuos TRP86, TYR133, GLU202, GLY448 e ILE451;

1ii.  Alca do oxianion (orificio do oxianion) formado pelos residuos GLY 121, GLY 122 e
ALA 204;

iv.  Bolso acilico delimitado pelos residuos PHE295, PHE297, TRP236 ¢ PHE338;

v.  Sitio periférico anionico delimitado pelos residuos ASP74, TYR124, SER125, TRP286,
TYR337, TYR341;

vi.  Loop 6mega delimitado pelos residuos THR83, ASN87 e PRO8&8 que ¢ ligada por uma
ponte dissulfeto formada por CYS69 e CYS96.

Figura 21 — 4EY6 — Destaque para o sitio ativo. Apresentagdo da triade catalitica (azul); sitio
anionico (vermelho); al¢a do axidnion (laranja); bolso acilico em amarelo; sitio periférico anionico em
verde; loop 6mega em rosa; € a ponte dissulfideo em marrom.

porite’
dissulfideo

Fonte: Autores.

O sitio anidnico € importante para a atividade catalitica da enzima. O residuo TRP86 ¢ preservado
em organismos diferentes e em outras proteinas da familia de colinesterases, o que sugere a sua
importancia para reconhecimento de substratos e inibidores da AchE (Rocha, 2017). Na hidrdlise da
Ach, os residuos aromaticos do sitio periférico anidnico reconhecem o neurotransmissor (Ach). A Ach
vai para o fundo do sitio ativo, onde estd a triade catalitica e ¢ onde ocorre a hidrolise da Ach pela
AchE (BORGES, 2017). Os inibidores de AchE sdo, portanto, ligados no final do sitio ativo da AchE,
impedindo que ocorra a hidrélise da Ach

Devido a quantidade de fenilalanina, histidina e triptofano no sitio ativo, possibilita a utilizacao
de compostos aromaticos para inibigdo da AchE, o que condiz com os compostos que sao utilizados
como tratamentos da DA (ROCHA, 2017). Exemplos de compostos utilizados como medicamentos da
DA sdo: donepezil, rivastigmina e galantamina.

Esses compostos sdo inibidores seletivos da AchE, alterando a sua fung@o colinérgica central.
Isto ¢ realizado inibindo as enzimas que degradam a acetilcolina, aumentando a capacidade da
acetilcolina de estimular os receptores nicotinicos ¢ muscarinicos cerebrais (SERENIKI; VITAL,
2008). Os inibidores de AchE acabam por ser o tratamento escolhido para os sintomas da DA.
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Donepezil tem um efeito de redugdo de 38% no declinio funcional dos pacientes de DA quando
utilizado como tratamento por 1 ano (SERENIKI; VITAL, 2008). Foi o segundo farmaco aprovado
pela FDA, alcangando melhores resultados que a tacrina, possuindo baixa toxicidade e alta seletividade
para a AchE (PICANCO, 2018). Interage tanto com o sitio ativo quanto com o sitio anidnico periférico
da AchE (PICANCO, 2018).

Rivastigmina é um medicamento muito utilizado para o tratamento de DA. E um inibidor de
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, sendo muito eficaz no aumento dos niveis de acetilcolina
(PICANCO, 2018). Porém, apresenta efeitos colinérgicos adversos, gastrointestinais ¢ aumento de
peso (SERENIKI; VITAL, 2008). E um composto sintético que foi derivado da fisostigmina, sendo
mais seguro que o seu anterior (PICANCO, 2018).

Figura 22 — Ligantes em formato PDB — saida final da etapa de Preparac¢ao — ProtCool_Ligand.
O circulo preto identifica a ligacao hidroxi (HYB e SNG), o circulo vermelho a ligacado metoxi (GNT
e LYC), o circulo azul, a auséncia de ligagao dupla no anel (HYB e LYC) e o circulo laranja destaca
a presenca de ligacao dupla no anel (GNT e SNG).

GNT HYB

Fonte: Autores.

A galantamina (GNT) ¢ considerado um inibidor da AchE com IC50 de 1uM (ROCHA, 2017)
(Figura 22— GNT). A galantamina possui duplo mecanismo de ac¢do, pois inibe a acetilcolinesterase e
modula alostericamente os receptores nicotinicos. A ligacdo da galantamina com os receptores
nicotinicos mostrou melhora nas fungdes cognitivas e na memoria de pacientes (SERENIKI; VITAL,
2008). E um inibidor reversivel da AchE, sendo menos potente que a tacrina, porém, menos toxico
(PICANCO, 2018). Diversos estudos sdo realizados de farmacos derivados deste composto
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(PICANCO, 2018). A mudanca da ligagao dupla para simples, acaba por modificar a geometria de
planar para tetraédrica, o que promove uma projecdo do C6 na dire¢do da cadeia lateral do residuo
TRP86 (ROCHA, 2017).

Outros galantaminicos também possuem atividade inibitoria, tais como sanguinina (SNG) com
IC50 de 0,1 uM, 10 vezes maior que a GNT, devido a substitui¢do do grupo metodxi por um grupo
hidroxil (Figura 22 — SNG). Licoramina (LYC - Lycoramine) que possui capacidade inibitoria de cerca
de 20 vezes menor que a GNT devido a retirada da ligacao m presente no anel ndo aromatico de seis
membros (ROCHA, 2017) (Figura 22 — LYC). Outro composto a ser considerado ¢ um composto
hibrido, chamado de HYB, modelado computacionalmente em Rocha (2017) por meio da jungdo de
LYC com SNG (Figura 22 — HYB).

4.2.Metodologia

O objetivo dos estudos de caso € mostrar como a ferramenta poderia ser utilizada para gerar os
arquivos do workflow escolhido, de forma a mostrar as possibilidades que ela fornece. Ou seja, mostrar
como, a partir dos dados gerados pela ferramenta, o pesquisador pode avaliar se a preparacao esta
adequada a pesquisa que se deseja realizar.

Assim, o primeiro estudo de caso partiu do trabalho de Rocha (2017) e mostra como ele poderia
usar a ferramenta para gerar os arquivos da dindmica e, como poderia trazer maior agilidade a sua
pesquisa.

Esse estudo de caso envolve a proteina acetilcolinesterase humana com o objetivo de mostrar a
utilizacdo do workflow da dinamica. Serdo apresentados aqui como realizar a utilizacdo do
ProtCool Dynamic, mostrando como definir o arquivo de configuragdo para a utilizacao do wokflow.
ApOs isso, sera realizada uma analise da preparacao e posteriormente serdo realizadas analises em cima
das dinamicas efetuadas, com o objetivo apenas de demonstrar que a preparacao de fato permitiu a
simulacdo de dinamicas computacionais confidveis.

Os ligantes utilizados na pesquisa sdo: Galantamina, Licoramina, Sanguinina ¢ o hibrido (mistura
de Sanguinina com Licoramina). A metodologia aqui utilizada foi baseada no trabalho de Rocha
(2017):

1. A molécula de acetilcolinesterase foi recuperada do RSCB, tendo como PDBID o valor
4EY6;

ii.  As moléculas foram modeladas usando o Modeller — versao 9, foi utilizado o protocolo
padrao do sistema, com modelagem por homologia usando como modelos as estruturas
com sequéncias semelhantes (KUNTAL et al., 2010);

1ii.  Foi realizada a protonagdo com o software H++, assumindo condi¢des fisiologicas de
salinidade (0.15 M) e pH 7.0, com permissividade dielétrica relativa internas e externas
de 10 e 80 respectivamente (ANANDAKRISHNAN; AGUILAR; ONUFRIEV, 2012);

iv.  Os estados de protonagdo de cada histidina foram verificados e ajsutados;

v. A carga dos atomos dos ligantes foi calculada por AM1-BCC;

vi.  Campo de forca AMBER 99 (ff99sb) e GAFF (General Amber Force Field), usando o
ANTECHAMBER e Tleap do AMBERTools (SALOMON-FERRER, 2013);

vil. O docking foi realizado em triplicata usando o AutodocVina e Smina, com os residuos
TRP86, TYRI124, SER203, TYR337 e HIS447 como flexiveis e o pocket utilizado
abrangia toda a cavidade catalitica e foram solicitadas 10 conformag¢des de cada um dos
ligantes. Demais parametros foram definidos com o padrdo do software;

viii.  Na solvatagdo foi usado o modelo TIP3, em caixa cubica de 12 A a partir dos 4tomos
mais externos da proteina usando para isso 0 AMBER,;
ix. A forca ionica foi ajustada para 0.15 M de NaCl apos neutralizacao;

67



x.  Para a simulag¢ao foi utilizado o campo de forca AMBER 99, usando o software NAMD,
com passo de integragdo de 2 fs (PHILLIPS er al., 2005; PHILLIPS et al., 2020);
xi.  Foi realizada a transformagao termodinamica sob condi¢des NPT, temperatura e pressao
sendo controladas segundo algoritmo de Langevin em 300 K e 1atm.
xii.  Foram utilizadas condi¢des periodicas de contorno e corte de interacdes eletrostaticas de
12 A para interagdes ndo ligadas;
xiii. O protocolo de relaxamento do complexo seguiu os seguintes passos:
a. 1000 passos de minimizagao;
b. 200 ps com restricdo harmdnica para todos os atomos da proteina e ligante;
c. 200 ps com restrigao harmonica para todos os atomos da proteina;
d. 300 ps com restricdo harmonica para os atomos das proteinas, exceto para as
cadeias laterais dos residuos proximos a 5A do ligante;
e. 300 ps com restrigdo harmonica para todos os a&tomos da proteina, exceto para as
cadeias laterais dos residuos proximos a 10 A do ligante;
f. 300 ps com restricado harmodnica de todos os atomos da proteina, exceto proximos
a 10 A do ligante (incluindo o backbone);
g. 300 ps com restricdo harmdnica apenas para o backbone dos residuos a uma
distancia maior que 10 A do ligante;
h. 4000 ps de pré-producao sem restri¢oes;
1. 20 ns sobre as coordenadas finais do relaxamento sob condigdes NPT.

Importante destacar que o protocolo acima foi executado com o sistema ProtCool, definindo para
1SS0 0s parametros acima no arquivo de configuragdo. Nas proximas segdes sera descrita a preparagao
do arquivo de configuragdo e depois uma analise dos resultados da dindmica molecular executada.

Abaixo sdo apresentados os passos necessarios para a geracdo do arquivo de configuracao e,
também, da execucao do ProtCool Dynamic. A primeira etapa do processo € a de preparagdo. Nessa
etapa algumas informag¢des importantes relacionadas a proteina com a qual se estd trabalhando sao
importantes. Mesmo que o workflow ja realize a busca pela proteina no site RCSB, ¢ importante que o
pesquisador conheca a proteina com a qual estd trabalhando para conseguir efetuar as escolhas
adequadas no workflow.

Pelo RCSB, a 4EY6 ¢ uma acetilcolinesterase humana com a presenga do ligante cristalografico
galantamina. Foi submetida em maio de 2012 e possui uma atualizacao realizada em outubro de 2012.
Foi recuperada pelo método de difracdo de raio X, o que indica que o seu PDB nao possui as
informagdes de MODEL. Tem uma resolucdo de 2.4 A, o que indica uma boa qualidade. E formada
por duas cadeias A e B. Pelo arquivo fasta observa-se que as duas cadeias sdao similares. Nao possui
mutacoes identificadas em sua estrutura. Além da GNT (presente nas duas cadeias), possui outros
ligantes na sua estrutura, identificados por:

i. PE8(3,6,9,12,15,18,21-HEPTAOXATRICOSANE-1,23-DIOL na cadeia B);
ii. NAG3,6,9,12,15,18,21-HEPTAOXATRICOSANE-1,23-DIOL na cadeia B);
iii.  EDO (1,2-ETHANEDIOL nas duas cadeias);
iv.  NO3 (NITRATE ION na cadeia B).

Verificando o arquivo PDB, observa-se que existem 3 pontes dissulfeto. Neste trabalho sera
utilizada apenas a cadeia A e sem qualquer dos ligantes da sua estrutura cristalografica, conforme se
vera adiante.

De posse dessas informacgdes € possivel realizar a criagdo do arquivo de configuracdo que deve
ser fornecido pelo pesquisador. Além do arquivo de configuragdo, € importante a inser¢do de demais
arquivos iniciais. No caso deste trabalho, foi usado um arquivo mol2 ja fornecido pelo pesquisador,
que foi a molécula modelada do hibrido, conforme descrito em 4.2. Esse arquivo sera disponibilizado
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na pasta do usuario (pasta de armazenamento). Esses sdo os dados necessdrios para que o
ProtCool Dinamica.py sejaexecutado.

A primeira defini¢do a ser realizada no arquivo de configuragdo ¢ a que mostra 0s passos a serem
seguidos pelo workflow. Como aqui o objetivo ¢ o de preparar uma dindmica inteira, os campos de
passos da dindmica estdo todos definidos com “Yes”. Nele sdo informados o nome e e-mail do
pesquisador, a linguagem a ser utilizada e quais passos da dinamica serao realizados. O sistema ¢
preparado para fornecer todas as mensagens em portugués e inglés. Assim, o pesquisador pode realizar
a escolha da linguagem desejada.

Para realizagdo da primeira etapa os pardmetros importantes a serem observados sdo: PDBID,
cadeia a ser trabalhada, se vai buscar direto o arquivo no site ou fornecer o PDB, se serdo utilizados
hidrogénios e dgua da estrutura cristalografica, se serdo utilizadas as pontes dissulfeto fornecidos pelo
PDB ou se outras pontes serao apresentadas.

No caso deste trabalho, o PDBID sera 4EY6. Como as duas cadeias sao similares, conforme
apresentado anteriormente, escolhe-se uma delas, no caso deste trabalho foi escolhida a cadeia A. Para
evitar problemas em troca de arquivos, ele sera recuperado direto do site. Nao serdo considerados os
hidrogénios e aguas cristalograficas para ficar condizente com o experimento realizado por Rocha
(2017).

A Figura 23 possui a imagem da estrutura cristalografica da proteina recuperada do RCSB. A
imagem tem duas cadeias sendo apresentadas. A azul € a cadeia A e a vermelha ¢ a cadeia B. Em verde
esta o GNT cristalografico da estrutura. As moléculas de agua cristalograficas também foram
apresentadas. Pela imagem pode-se perceber que a GNT estd no sitio ativo da cadeia A da proteina, o
que indica que esta cadeia ¢ uma melhor opcao para que seja realizada a pesquisa, ja que possui a
molécula cristalografica da GNT.

Figura 23 — 4EY6 — Molécula Cristalografica - VMD. Cadeia A em azul, cadeia B em vermelho e
em verde a galantamina cristalografica.

Fonte: Autores.

Para decidir a respeito das pontes dissulfeto, observa-se o trecho do arquivo PDB da Figura 24.
Nesse trecho estd a relacdo das pontes dissulfeto existentes no arquivo. A Figura 25 possui uma
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imagem extraida do VMD que apresenta a cadeia A da proteina com os residuos CYS constantes na
listagem selecionados.

Figura 24 — Trecho do arquivo PDB 4EY6 com as pontes dissulfeto. Nesse trecho estd a parte de
observagdoes do arquivo PDB, onde sdo listadas as pontes dissulfeto existentes na estrutura
cristalografica.

SSBOND 1 CYS A 69 CYS A 96 1555 1555 2.06
SSBOND 2 CYS A 257 CYS A 272 1555 1555 2.06
SSBOND 3 CYS A 409 CYS A 529 1555 1555 2.04
SSBOND 4 CYS B 69 CYsS B 96 1555 1555 2.07
SSBOND 5 CYS B 257 cys B 272 1555 1555 2.06
SSBOND 6 CYS B 409 CYsS B 529 1555 1555 2.04

Fonte: Autores.

Figura 25 — Pontes dissulfeto — 4EY6. Na imagem sao apresentados em destaque os seis residuos
CYS existentes na cadeia A da proteina. Observa-se 3 possiveis pontes dissulfeto com esses residuos.

, 2
N 2
LCY8 257 CYs 272

-l
CYS 409

€YS 69 C¥S 96

Fonte: Autores.

Os residuos apresentados estao em cores diferentes, de acordo com os pares acima descritos para
que possam ser analisados se de fato tém condi¢des de representarem pontes dissulfeto na estrutura.
Nenhum outro residuo CYS foi encontrado na cadeia A. Pela imagem apresentada chega-se a
conclusao que de fato a relacdo apresentada pelo PDB esta condizente com trés pontes dissulfeto,
sendo assim, pode-se optar por realizar a entrada das pontes pelo proprio workflow, sem ser informado
manualmente no arquivo de configuragao.

Para a realizacdo do docking ¢ necessaria a defini¢do de diversos parametros. A primeira
defini¢dao ¢ em relagdo a ferramenta de docking que sera utilizada no trabalho. O workflow apresenta
duas ferramentas de docking a serem consideradas, o Vina € o Smina. Na pesquisa de Rocha (2017)
foi realizado o atracamento com o Vina. Porém, como no ProtCool Dynamic ¢ possivel gerar os dois
tipos de docking, e, mesmo realizando os dois nao € necessario muito tempo de maquina, neste trabalho
foi realizado os dois tipos de atracamento para as moléculas.

Outra defini¢ao necessaria € a respeito dos parametros do docking. A primeira defini¢do € se serd
utilizado o docking rigido ou flexivel. No caso da pesquisa de Rocha (2017), foi realizado o docking
com os seguintes residuos flexiveis: TRP86, TYR124, SER203, TYR337 e HIS447. Sendo assim, aqui
também se optou por fazer o docking com os mesmos residuos flexiveis.
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Na Figura 26 estdo destacados os 5 residuos que Rocha (2017) colocou como flexiveis,
juntamente com o ligante cristalografico. O Ligante estd em azul na imagem. Em vermelho tem-se o
TRP86, conforme verificado na Secao 4.1, esse residuo faz parte do sitio anidnico da proteina. Além
disso, esse residuo fica na parte de baixo do sitio de ligacao e representa uma ligacao importante com
a GNT. Os anéis do triptofano formam uma ligagao importante com um dos anéis da GNT, garantindo
que a GNT permanega ligada no sitio. Em verde estdo a SER203 e HIS447, que fazem parte da triade
catalitica do sitio de ligacao. E em preto estdo o TYR124 ¢ TYR337 que fazem parte do sitio periférico
anionico.

Figura 26 — 4EY6 com residuos flexiveis do docking destacados. Em azul estd o ligante

cristalografico galantamina, em vermelho o TRP86 (sitio anidnico), em verde SER203 e HIS447
(triade catalitica), em preto o TYR124, e TYR337 (sitio periférico anionico).

SER203

HIS447

Fonte: Autores.

Todos os residuos escolhidos para que sejam flexiveis fazem parte de pontos importantes do sitio
de ligacdo e estdo na parte em que a GNT cristalografica se encontra. Vale ressaltar que o sitio ativo
da 4EY6 ¢ um sitio estreito e profundo, sendo que a galantamina, quando devidamente ligada ao sitio
catalitico, fica posicionada na por¢do inferior da bolsa formada. Esses residuos escolhidos, ficam nesse
mesmo local, englobando o ligante. Sendo assim, de fato, colocar esses residuos como flexiveis pode
auxiliar no correto atracamento do ligante com a proteina. Portanto, serdo utilizados os mesmos
residuos utilizados por Rocha (2017) como flexiveis no docking.

Outro ponto importante de escolha no momento de realizar um docking, consiste na definicao da
caixa de solvatagdo. E preciso definir o seu posicionamento, valores X, y e z, bem como a dimensao
da caixa. Rocha (2017) ndo cita os parametros de caixa que foram utilizados na pesquisa, com 1isso,
fez-se necessario que fosse definido o pocket com o qual a preparagao serd realizada.

Para se conseguir realizar essa analise, foi utilizado o software EasyVS, desenvolvido no grupo
de pesquisa deste trabalho. O EasyVS ¢ um software que realiza a triagem virtual de ligantes integrado
ao docking. Porém, durante a sua preparagdo, existe uma interface em que € possivel realizar a
visualiza¢do dos possiveis pockets que a ferramenta sugere que sejam utilizados. A EasyVS*!, apds a

41 A tela de visualizagio e selegio do pocket pode ser visualizada no link:
http://biosig.unimelb.edu.au/easyvs/step2/FC7T0C8AE250B466EB518673B53EBFB1B
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insercao do alvo, apresentou 52 possiveis caixas de docagem. A Figura 27 apresenta a tela do EasyVs
que permite a configuracdo do pocket. Nessa tela, pode-se verificar a selecdo do quarto pocket
encontrado. Foram analisadas as 52 possibilidades de pockets e verificou-se que 2 seriam mais
promissoras para que a docagem fosse realizada de forma eficiente. As duas possibilidades foram o
pocket 4 e o pocket 39. Ao lado da tela € possivel fazer algumas configuragdes basicas para o sistema
EasyVs, e que nos auxiliam nesse momento. A primeira informacao da parte de parametros avancados
estao os dados das coordenadas x, y e z que serdo utilizadas. Outra informagao importante € o tamanho
da caixa que pode ser alterado no sistema e permite a visualizacao de como ficaria na molécula. Além
disso, também ¢ possivel entrar com valores proprios das coordenadas X, y € z € o programa apresenta
como ficariam essas informagaoes.

Figura 27 — Tela de configuracio do pocket de atracamento - EasyVs. E possivel ver na imagem a
esquerda a molécula com a caixa do pocket destacada e a direita o local onde ¢ possivel se configurar
os itens seleciondveis. No caso, ¢ apresentado o pocket de numero 4.

Interactive Viewer Basic Docking Configuration

Select one of the pockets identified by Ghecom

Box Representation: Color by:
(52 found): @

Surface
Cartoon v by Chain

<«

Pocket 4 - Volume 1005.056 A

<«

Advanced Docking Parameters a
Center Xcoord Center Y coord Center Z coord

-14.041 -42.654 28.419
Select the box size: 25.00 A ©

Exhaustiveness: 8.00 @

Number of poses: 9.00 @

Energy range: 3.00 kcal/mol®

| want to provide the center coordinates (X, Y, and Z) @

[ Spin & H Center C' H Screenshot & H Help ?

Fullscreen X ]

Fonte: Autores.

Na Figura 28 pode-se visualizar imagens dos dois pockets em maiores detalhes. O cubo em
amarelo mostra o local em que sera considerado o pocket de atracamento do docking. Observa-se que
nos dois a estrutura cristalografica da GNT esta de fato dentro do pocket a ser considerado,
demonstrando que o docking conseguira identificar o local de docagem. Mas pode-se visualizar que
no pocket 4 a GNT fica melhor posicionada que na pocket 39, ficando mais centralizada, o que indica
que o pocket esta englobando melhor o sitio ativo da proteina.

Quando é carregado, o tamanho da caixa especificado pelo EasyVs foi de 20A, porém foi setado
o valor para 25A, sendo esse o valor considerado. No caso do EasyVS, a dimensdo nas trés diregdes é
a mesma, mas no ProtCool Dynamic, pode-se entrar com dimensdes diferentes para cada eixo. Como
esse dimensionamento da caixa igual em todos os eixos foi condizente, foi utilizado o valor de
dimensao igual para as trés posigdes. Assim, ficou determinado os parametros para a caixa de docking
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como sendo: center x = -14.041, center y = -42.654, center z = 28.419, size x =25, size y=25¢
size_z=125.

Figura 28 — Visualizaciio pocket 4 e 39 - EasyVs. E possivel verificar que o pocket 4 possui melhor
posicionamento que o pocket 39.

Pocket 4 Pocket 39

Fonte: Autores.

Outros parametros a serem considerados a respeito do docking ¢ com relagdo ao nimero de
conformagdes que serdo apresentadas, o padrao sao 9 conformagdes e aqui optou-se por fazer 10
conformagdes para cada ligante. Rocha (2017) usou o valor padrdo. O energy range € responsavel por
identificar a diferenca maxima de energia aceita entre as conformacdes € o exhaustiveness €
responsavel por determinar o esforco computacional que serd empregado. Neste trabalho definiu-se
que serao utilizados os valores padrao para os dois dados. Outro dado importante a ser considerado €
a quantidade de CPU que serd utilizada para a realizagdo do docking. Colocou-se o valor 1 e aconselha-
se que esse seja sempre o valor utilizado. Esse aconselhamento se baseia em que, o script de docking
foi escrito para ser realizado em paralelo, assim sendo, fazer o docking também em paralelo pode
tornar o sistema mais lento, devido a gestdo que o SO terd que executar. Para os parametros
ProteinHydrogen ¢ LigandHydrogen, eles sdo responsaveis por fazer o docking considerando os
hidrogénios na proteina ou ligante. Assim como Rocha (2017) esses valores serdo considerados com
os valores padrao do Vina e Smina.

A ultima decisdo a ser realizada ¢ a quantidade de rodadas que serdo realizadas de docking. No
workflow, € possivel definir o valor desejado para cada um dos ligantes separadamente. Assim, o
pesquisador pode decidir a quantidade de rodadas que deseja realizar. Neste trabalho, assim como em
Rocha (2017) foi realizado o docking em triplicata para cada um dos ligantes desejados.

A respeito dos ligantes a serem estudados, optou-se por utilizar os mesmos ligantes que os
trabalhados por (Rocha, 2017), conforme apresentado na Secdo 4.2. A Galantamina, Licoramina e
Sanguinina foram recuperadas pelo ZINC15, passando apenas a numeragao do ZINC para o sistema.
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Os codigos ZINC utilizados sdao: ZINC00491073 (GNT), ZINC04102421(LYC), ZINC4102420
(SNG). Os arquivos ZINC e a molécula HY B foram as mesmas utilizadas na pesquisa de Rocha (2017).

Para a entrada de dados do ligante no arquivo de configuragdo sao necessarios preencher os
seguintes campos: Ligand, LigandCode, NameLigand e ForceField. O primeiro campo possui o codigo
ZINC de cada ligante e para o caso de moléculas mol2 fornecidas pelo pesquisador deve-se colocar o
nome HYB. O codigo do ligante possui o nome com 3 caracteres que o ligante ¢ normalmente
reconhecido. Em nome ligante ¢ o nome que sera de fato utilizado no PDB e demais arquivos gerados.
Assim, obrigatoriamente esse campo deve ser de 3 caracteres, uma vez que ele serd utilizado nos
arquivos no local do nome do residuo. No caso do ligante HYB, ¢ passado o nome do arquivo com a
extensao, mas o nome deve possuir as 3 letras apenas para garantir que nao atrapalhe os PDBs gerados.
Em ForceField é fornecido o campo de forca de cada ligante. Aqui, poderia ser utilizado um campo
de for¢a diferente para cada ligante. Neste trabalho usa-se o ff99SB, da mesma forma que Rocha
(2017).

Para a etapa de modelagem molecular nenhum dado especifico sera necessario para que seja
realizada. Da mesma forma que Rocha (2017) também sera utilizada a modelagem por homologia e
todos os parametros necessarios sao recuperados pelo proprio sistema dos arquivos ja existentes.

Para a protonacao utiliza-se o site H++ e todos os pardmetros do sistema podem ser alterados por
meio dos campos do arquivo de configuragdao. No caso deste trabalho foi realizada a protonacao com
forga 16nica de 0.15, pH de 7.0, constante dielétrica interna de 10 e externa de 80, da mesma forma
que Rocha (2017).

Para realizar a solvatacao e ionizagdo ¢ necessario fornecer no arquivo de configuracao o solvente
a ser utilizado e o tamanho da caixa. Esses valores sdao fornecidos ja no padrio do AMBER. Para a
ionizacao, basta fornecer a concentracao idnica desejada e o proprio sistema ja realiza o calculo para
inserir a quantidade de Na+ e Cl- que serdo utilizados. Hoje o sistema s6 insere o NaCl, mas
posteriormente pretende-se passar a usar mais tipos de ions.

A ultima parte do arquivo de configuracdo ¢ a que trata das configuragdes da dinamica
propriamente dita. Nesse momento sao definidos os protocolos de relaxamento e producgao do sistema.
Rocha (2017) utilizou ao todo 1 passo de minimizagao, 7 passos de relaxamento e 1 passo de simulagao
em produgdo. No caso foram realizadas 9 simulagdes. Além disso, quando for rodar a simulacao sera
utilizado um servidor que possui 24 ntcleos e CUDA instalado.

Figura 29 — Estrutura cristalografica da 4EY6 — cadeia A, com destaque para o GNT. O ligante
cristalografico GNT esta destacado em vermelho.

Fonte: Autores.
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Depois de se definir esses itens, ¢ importante a definicdo dos valores referente as restrigoes
harmonicas de cada passo de relaxamento. Pela metodologia detalhada na Sec¢ao 4.2 foram definidas
as restri¢des de acordo com o distanciamento que o ligante estad de determinados residuos. O primeiro
passo € o de buscar esses residuos e para isso utilizou-se a estrutura cristalografica. A Figura 29 mostra
a estrutura cristalografica da 4EY6, apenas com a cadeia A e o ligante destacado. Essa imagem foi
gerada a partir do Pymol.

A Figura 30 apresenta a 4EY6 com destaque para os residuos que se encontram a 5A do ligante
GNT cristalografico. Foram identificados 20 residuos a SA do GNT, sdo eles: ASP A 74, TRP A 86,
GLY A 120, GLY A 121, GLY A 122, TYR A 124, SER A 125, TYR A 133, GLU A 202, SER A
203, ALA A 204, TRP A 236, PHE A 295, PHE A 297, TYR A 337, PHE A 338, TYR A 341, HIS A
447, GLY A 448, ILE A 451.

Figura 30 — Estrutura cristalogrifica da 4EY6 — residuos a 5A da GNT. No destaque estdo os
residuos a SA do sitio ativo. Esses ligantes serdo utilizados na restricdo harmonica conforme descrito
da Se¢do 4.2 . Na figura da cadeia A da Proteina a esquerda esta destacado em vermelho o ligante GNT
e em azul os residuos a SA. No destaque a direita, em vermelho est4 o ligante e em alaranjado estdo os
residuos a 5A.

Fonte: Autores.

A Figura 31 apresenta os residuos presentes a 10A do ligante cristalografico GNT. Foram
identificados 73 residuos a 104, sdo eles: GLN A 71, TYR A 72, VAL A 73, ASP A 74, THR A 75,
LEU A 76, TYR A 77, PHE A 80, GLU A 81, GLY A 82, THR A 83, GLU A 84, MET A 85, TRP A
86, ASN A 87, PRO A 88, TRP A 117, ILE A 118, TYR A 119, GLY A 120, GLY A 121, GLY A
122, PHE A 123, TYR A 124, SER A 125, GLY A 126, ALA A 127, LEU A 130, VAL A 132, TYR
A 133, TYR A 151, VAL A 153, GLY A 201, GLU A 202, SER A 203, ALA A 204, GLY A 205,
ALA A 206, ALA A 207, GLN A 228, SER A 229, GLY A 230, ALA A 231, GLY A 234, PRO A
235, TRP A 236, ALA A 237, GLU A 285, TRP A 286, VAL A 294, PHE A 295, ARG A 296, PHE
A 297, SER A 298, VAL A 300, VAL A 331, GLU A 334, GLY A 335, TYR A 337, PHE A 338,
VAL A 340, TYR A 341, VAL A 402, ASN A 406, VAL A 407, TRP A 439, PRO A 446, HIS A 447,
GLY A 448, TYR A 449, GLU A 450, ILE A 451, GLU A 452.
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Para cada parte Number do arquivo de configuragdo, existe uma fag Free. Para cada etapa foram
cadastrados os seguintes itens no campo Free (lembrando que no arquivo de configuragcdo ¢ um item
em cada linha:

1.  Number 1. Water e Ions;
ii.  Number 2: Water ¢ lons;

iii.  Number 3: Ligand, Water e lons;

iv.  Number 4. SC ASP A 74, SC TRP A 86, SC GLY A 120, SC GLY A 121, SC GLY A
122, SC TYR A 124, SC SER A 125, SC TYR A 133, SC GLU A 202, SC SER A 203,
SC ALA A 204, SC TRP A 236, SC PHE A 295, SC PHE A 297, SC TYR A 337, SC
PHE A 338, SC TYR A 341, SC HIS A 447, SC GLY A 448, SC ILE A 451, Ligand,
Water, lons;

v.  Number 5: SC GLN A 71, SC TYR A 72, SC VAL A 73, SC ASP A 74, SC THR A 75,

SCLEU A 76, SCTYR A 77, SC PHE A 80, SC GLU A 81, SC GLY A 82, SC THR A
83, SC GLU A 84, SC MET A 85, SC TRP A 86, SC ASN A 87, SC PRO A 88, SC TRP
A117,SCILEA 118, SCTYRA 119, SCGLY A 120, SC GLY A 121, SC GLY A 122,
SC PHE A 123, SC TYR A 124, SC SER A 125, SC GLY A 126, SC ALA A 127, SC
LEU A 130, SC VAL A 132, SCTYR A 133, SCTYR A 151, SC VAL A 153, SC GLY
A 201, SC GLU A 202, SC SER A 203, SC ALA A 204, SC GLY A 205, SC ALA A
206, SC ALA A 207, SC GLN A 228, SC SER A 229, SC GLY A 230, SC ALA A 231,
SC GLY A 234, SC PRO A 235, SC TRP A 236, SC ALA A 237, SC GLU A 285, SC
TRP A 286, SC VAL A 294, SC PHE A 295, SC ARG A 296, SC PHE A 297, SC SER
A 298, SC VAL A 300, SC VAL A 331, SC GLU A 334, SC GLY A 335,SC TYR A
337, SC PHE A 338, SC VAL A 340, SC TYR A 341, SC VAL A 402, SC ASN A 406,
SC VAL A 407, SC TRP A 439, SC PRO A 446, SC HIS A 447, SC GLY A 448, SC
TYR A 449, SC GLU A 450, SCILE A 451, SC GLU A 452, Ligand, Water, lons,

vi.  Number 6: GLN A 71, TYR A 72, VAL A 73, ASP A 74, THR A 75, LEU A 76, TYR
A 77, PHE A 80, GLU A 81, GLY A 82, THR A 83, GLU A 84, MET A 85, TRP A 86,
ASN A 87, PRO A 88, TRP A 117, ILE A 118, TYR A 119, GLY A 120, GLY A 121,
GLY A 122, PHE A 123, TYR A 124, SER A 125, GLY A 126, ALA A 127, LEU A
130, VAL A 132, TYR A 133, TYR A 151, VAL A 153, GLY A 201, GLU A 202, SER
A 203, ALA A 204, GLY A 205, ALA A 206, ALA A 207, GLN A 228, SER A 229,
GLY A 230, ALA A 231, GLY A 234, PRO A 235, TRP A 236, ALA A 237, GLU A
285, TRP A 286, VAL A 294, PHE A 295, ARG A 296, PHE A 297, SER A 298, VAL
A 300, VAL A 331, GLU A 334, GLY A 335, TYR A 337, PHE A 338, VAL A 340,
TYR A 341, VAL A 402, ASN A 406, VAL A 407, TRP A 439, PRO A 446, HIS A 447,
GLY A 448, TYR A 449, GLU A 450, ILE A 451, GLU A 452, Ligand, Water, lons;

vii.  Number 7: SCProtein, GLN A 71, TYR A 72, VAL A 73, ASP A 74, THR A 75, LEU A
76, TYR A 77, PHE A 80, GLU A 81, GLY A 82, THR A 83, GLU A 84, MET A 85,
TRP A 86, ASN A 87, PRO A 88, TRP A 117, ILE A 118, TYR A 119, GLY A 120,
GLY A 121, GLY A 122, PHE A 123, TYR A 124, SER A 125, GLY A 126, ALA A
127, LEU A 130, VAL A 132, TYR A 133, TYR A 151, VAL A 153, GLY A 201, GLU
A 202, SER A 203, ALA A 204, GLY A 205, ALA A 206, ALA A 207, GLN A 228,
SER A 229, GLY A 230, ALA A 231, GLY A 234, PRO A 235, TRP A 236, ALA A
237, GLU A 285, TRP A 286, VAL A 294, PHE A 295, ARG A 296, PHE A 297, SER
A 298, VAL A 300, VAL A 331, GLU A 334, GLY A 335, TYR A 337, PHE A 338,
VAL A 340, TYR A 341, VAL A 402, ASN A 406, VAL A 407, TRP A 439, PRO A
446, HIS A 447, GLY A 448, TYR A 449, GLU A 450, ILE A 451, GLU A 452, Ligand,
Water, lons;

viii.  Number 8: ALL;
ix.  Number 9: ALL.
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Figura 31 — Estrutura cristalografica da 4EY6 — residuos a 10A da GNT. No destaque estio os
residuos a 10A do sitio ativo. Esses ligantes serfio utilizados na restri¢io harmonica conforme realizado
por Rocha (2017) e descrito da Se¢do 4.2 . Na figura da cadeia A da Proteina a esquerda est4 destacado
em vermelho o ligante GNT e em azul os residuos a 10A. No destaque a direita, em vermelho esta o
ligante e em alaranjado estdo os residuos a 10A.

Fonte: Autores.

O campo Restart foi setado “Yes” para todas as rodadas, exceto para a primeira que recebeu o
valor “No”. A partir desse dado, o workflow ja deixa os parametros bincoordinates, binvelocities e
extendedSystem, preenchidos pelo proprio workflow. Structure foi colocado “No” para todos, uma vez
que nao foi utilizado arquivo psf. Temperature foi 300 para todos, conforme a temperatura especificada
por Rocha (2017). FirstTimeStep foi colocado com 0 para todos. E os campos coordinates e set output
foram preenchidos automaticamente pelo workflow.

Para os parametros AMBER, foi fornecido o parametro AMBER com o valor “Yes”, uma vez
que foi utilizado o ff99sb AMBER como campo de for¢a da simulagdo. E Ambercoord como “No”,
pois foi considerado o PDB inicial no coordinates. O valor de ReadExclusions foi “yes” e de Scnb de
2.0 (padrao do NAMD). ParaTypeCharmm e Parameters foram definidos para “no” em todos os
arquivos de configuracdo. O SimulationParameterTemperature, foi definido com “Yes” na primeira
simulagdo e ndo para as demais. Isso ocorre, pois como a primeira ndo tem restart, ela precisa do
parametro temperature para conseguir realizar a simulacdo e, para os demais casos esse dado deve
estar comentado no arquivo, pois serdo usados os dados de bincoordinates, binvelocities e
extendedSyste.

Para a defini¢dao das restrigdes harmonicas, todos os arquivos PDB com as devidas restrigoes
foram gerados pelo sistema, € 0 nome sera preenchido automaticamente em consref e conskfile. Os
valores de Constraints foi “on”, indicando que serd realizada a restrigdo harmdnica na simulagao,
Consexp “2” definindo como valor default para a funcao de restricdo de energia harmonica, € Conskcol
“B”, indicando que os PDBs estdo com as restricdes definidas no campo Beta (temperature-coupling).

O corte de interagdes eletrostaticas foi realizado com um corte de 12A para interagdes nio
ligadas. Para isto foi definido: exclude “scaled1-4” (define os pares de atomos que devem ser excluido
das interagdes nao ligadas), 1-4scaling “1.0” (uso do valor default), cutoff “12.” (distancia das
interacoes eletrostaticas e de van der Waals), switching “on” (fungdes de suavizagdo serao aplicadas
para o corte), switchdist “10.” (distdncia a ser considerada para usar a fung¢do de suavizacao),
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pairlistdist “13.5”. Além desses valores também sdo definidos os seguintes itens: timestep “2.0,
rigidBonds “all”, nonbondedFreq “1”, fullElectFrequency “2”, stepspercycle “10”.

Conforme Rocha (2017), também estd sendo realizada a transformagdo termodindmica sob
condi¢gdes de NPT, com a temperatura e pressdao controladas pelo algoritmo de Langevin em 300K e
latm. Para isso, foram definidos os parametros em todas as simulagdes: langevin ‘“on”,
langevinDamping “2” (coeficiente aplicado em cada atomo), [langevinTemp “‘$temperature”,
langevinHydrogen “oft” (sem hidrogénios), useGroupPressure “yes”, useFlexibleCell ‘“no”,
useConstantArea ‘“no”, langevinPiston “on” (realiza o controle da pressao), langevinPistonTarget
“1.01325” (1 atm), langevinPistonPeriod “100.”, langevinPistonDecay “50.”, langevinPistonTemp
“$temperature”.

O PME, conforme descrito na Se¢ao 3.2, os valores referentes ao PME sdo preenchidos pelo
proprio ProtCool Dynamic, com valores calculados a partir dos arquivos do sistema. Assim, nenhuma
informacao € necessaria, a nao ser o campo PME do arquivo de configuracao, que foi colocado com
“yes”, indicando que PME sera realizado durante a simulagao.

A definicdo dos valores para gravacdo da saida dos arquivos Namd foram realizados
considerando: outputName “$outputname”, restartfreq “1000” (tempo entre a geragdo de cada arquivo
de reinicio do Namd), dcdfreq “2000” (tempo entre cada geracdao de cada arquivo DCD),
outputEnergies “1000” (tempo entre cada saida de energia do NAMD), outputPressure “1000” (tempo
entre cada saida de pressao do NAMD).

Por fim, € necessario definir os parametros para execu¢do. O Primeiro € o minimize, nesse caso,
na primeira simulagdo foi utilizado o valor “1000”. Nas demais simulagdes o minimize foi definido
com o valor “No”. Apenas a ultima simula¢do foi definida com o valor reinitvels “Yes”, todos os
demais foram com o valor “No”. Apenas a ultima simulagdao teve os valores de temperatura
conservados. E finalmente, o pardmetro run ¢ definido com o tempo da simulagao.

Com essas definigcdes, todos os dados necessarios para que o workflow seja devidamente
executado foram cadastrados e a metodologia da pesquisa foi toda definida e pode-se considerar que
foi possivel realizar a mesma metodologia proposta por Rocha (2017). Apos essas defini¢des, foi
executado o script ProtCool Dinamica.py.

4.3.Resultados e discussoes

Nessa secao serdo apresentados os resultados encontrados na preparagao das dinamicas, sendo
discutida cada uma das etapas.

A primeira etapa de preparacdo ¢ a responsavel por buscar o arquivo PDB e fazer as modifica¢des
iniciais desses arquivos. A Figura 32 apresenta as 4 imagens, recuperadas pelo VMD destacando a
evolugdo na etapa de preparagdo. Essa etapa € responsavel por trés pontos principais, o primeiro € o
de fazer uma limpeza geral no arquivo PDB da 4EY6. O segundo ponto ¢ a gravacao do arquivo com
as informagdes de pontes dissulfeto que auxiliardo no processo de campo de forga do complexo. E o
terceiro passo ¢ a verificacdo de ocupancias no arquivo PDB.

A 4EY6 Crystal ¢ a proteina recuperada do site RSCB. Nela pode-se observar a presenga das
duas cadeias principais (A e B), a presenca dos heteroatomos (GNT, EDO, NO3, PES, NAG - cadeia
Ce D, FUC - cadeia C e D) e as aguas. A 4EY6 1 ¢ a molécula apds realizar a separagao de cadeias.
Nota-se a presenca da cadeia A (escolhida), dos heteroatomos da cadeia A (GNT e EDO) e das
moléculas de dgua. JAa4EY6 2 e a4EY6 3, apresentam a proteina apenas com a cadeia escolhida, ja
tendo sido retirados todos os heteroatomos e aguas presentes na proteina. Quanto as estruturas 4EY6 2
e 4EY6 3, a diferenga se encontra na ndo existéncia de ocupancias na molécula 4EY6 3.

A Figura 33 apresenta a molécula 4EY6 2, com as marcagdes em vermelho dos residuos que
apresentam ocupancia na estrutura. Foram encontrados 5 residuos nessa situacao: GLN54, GLU313,
LYS332, HIS381 e ARGS525. Os residuos foram destacados na estrutura.
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Figura 32 — Proteina 4EY6 e sua evoluciao na primeira etapa do Workflow Dinamica. Apresenta
as 4 estruturas da preparagdo, a primeira ¢ a estrutura cristalografica (4EY6 Crystal), a segunda ¢ a
cadeia A selecionada (4EY4 1), a terceira € a estrutura ja sem as aguas e os demais heterodtomos
(4EY6_2) e a quarta ¢ a estrutura com as ocupancias acertadas (4EY6_3).

4EY6 Crystal

Fonte: Autores.

Figura 33 — 4EY6_2 - Ocupancia. Imagem da estrutura da 4EY6 cadeia A com os residuos que
possuem ocupancias destacados.

HIS381

}r”‘ ARG525
LYs332

Fonte: Autores.

A Figura 34 apresenta a sobreposicdo entre os dois PDB. Em ciano estd a 4EY6 2 e em azul a
4EY6 3. Apesar de existirem ocupéncias em 5 residuos das estruturas, percebe-se uma diferenca maior
proximo aos residuos LY S332, HIS381 e ARGS25.

O segundo passo da preparagdo ¢ o docking. Durante essa etapa, o objetivo principal ¢ o de
possibilitar que o ligante seja posicionado no sitio ativo da proteina. Conforme descrito na Secao 4.1
sabe-se que o sitio de ligagdo da acetilcolinesterase ¢ estreito e profundo e que o ligante ficard na parte
de baixo da molécula. A Figura 35 mostra o sitio ativo da 4EY6. No canto inferior esquerdo tem uma
parte da molécula, delimitado pelo circulo pode-se observar a entrada do sitio ativo. Coloridos estao
os subsitios que a 4EY 6 possui. No detalhe ¢ possivel visualizar o sitio ativo.
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Figura 34 — Sobreposicio e 4EY6 2 e 4EY6 3 - Ocupancia. Em ciano esta a 4EY6_2 que possui
ocupancias e em azul a 4EY6 3 que ndo possui as ocupancias. E possivel observar que existe uma
diferenca nas estruturas sobrepostas.

Fonte: Autores.

Figura 35 —4EY6 — Destaque para o sitio ativo. Na imagem a esquerda, circulado em vermelho esta
a entrada do sitio ativo de ligagdo e a direita ¢ apresentado o sitio ativo em maiores detalhes.

Fonte: Autores.

Cada subsitio teve uma coloracao diferente: triade catalitica em azul; sitio anidnico em vermelho,
al¢ca do oxidnico em laranja; bolso acilico em amarelo; sitio periférico anidénico em verde; /oop dmega
em rosa; e a ponte dissulfideo em marrom. Na imagem inferior esquerda, pode-se observar em rosa,
abaixo do circulo delimitado na figura, o loop 6mega.

Observando-se a imagem do detalhe, vé-se o sitio internamente e nele pode-se observar o sitio
periférico anidnico posicionado no inicio do sitio ativo, que junto ao bolso acilico delimitam a entrada
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do sitio. Ao fundo, vé-se uma pequena area da triade catalitica (azul), da al¢a do axionion (laranja) e
o sitio anibénico (vermelho), que fica bem ao fundo marcando o final do sitio ativo. E nesse trecho final
que os ligantes deverao ficar posicionados apds a finalizacdo do docking. Na imagem nao ¢ possivel
visualizar a ponte dissulfeto e o loop dmega so6 € apresentado na parede da proteina e ndo na imagem
do interior do sitio ativo. A Figura 21 apresenta trés imagens mostrando os subsitios marcados em
diferentes posicionamentos.

Todos os subsitios ativos irdo interagir em algum momento com o ligante, seja na entrada/saida
do sitio, ou durante a sua permanéncia dentro do sitio ativo.

De posse dessas informacdes, € possivel realizar uma analise do resultado dos dockings efetuados
pela ferramenta. Conforme relatado, realizou-se o docking com duas ferramentas de atracamento, o
Vina e o Smina. Nos dois casos foram utilizados os mesmos parametros de configuracao do sistema, e
foram utilizados residuos flexiveis (TRP86, TYR124, SER203, TYR337 e HIS447). Além disso, o
Smina € uma ferramenta que foi desenvolvida levando em consideragao a base Vina. Sendo assim, toda
a base de parametrizagdao dos dois sistemas ¢ a mesma, desde o tratamento dado ao ligante quanto o
tratamento dado a proteina. O que diferencia os dois ¢ de fato as func¢des internas de minimizagao de
energia que permitem a especificacao e escolha das melhores poses.

Os dois tipos de docking foram realizados em triplicata. Os resultados de Vina foram analisados
separadamente dos resultados de Smina. Nos dois casos, se avaliou todas as poses alcancadas durante
o processo e se escolheu aquela com a menor energia considerando todas as poses que foram geradas,
garantindo que a pose com o melhor score seja a escolhida. Além disso, durante o processo foi
solicitado que cada rodada do docking gerasse 10 poses, assim, seriam geradas até no maximo de 30
conformagdes possiveis.

Figura 36 — Docking 4EY6 — Vina e Smina — Conformacdes identificadas. Imagem apresentando
as estruturas sobrepostas, mostrando todos os ligantes docados sobrepostos ao ligante cristalografico

GNT. Do lado esquerdo estdo as poses Vina e do lado direito as poses Smina.
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Fonte: Autores.
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A Figura 36 apresenta o resultado do atracamento pelas ferramentas Vina e Smina. Foi utilizado
o software Pymol para verificar se as poses foram adequadamente atracadas ao ligante. Esperava-se
que os ligantes conseguissem reproduzir a pose cristalografica da GNT, uma vez que todos os ligantes
sdo galantaminicos, com poucas variagdes na estrutura dos compostos. Além disso, Rocha (2017)
usando o software Vina, conseguiu reproduzir a pose cristalografica da GNT para todos os ligantes, o
que reforca que a pose cristalografica da galantamina pode ser alcancada por todos os ligantes
escolhidos. Possuir todos os ligantes com poses similares sugere que os mesmos residuos da 4EY6 sao
utilizados nas interagdes com os ligantes.

Percebe-se que os 4 ligantes conseguiram uma boa reprodutibilidade no docking Smina tendo um
desvio minimo (Tabela 2) em relacdo ao ligante cristalografico GNT. Os residuos TRP86 (sitio
anidnico), SER203 (Triade catalitica) e PHE297 (bolso acilico) parecem realizar interacdes com os
ligantes nesse sitio de ligacao. Esses residuos sao destacados como farmacéforos importantes para os
inibidores de AchE (Rocha, 2017). Isso indica que quando o ligante esta devidamente atracado no sitio
ativo, esses trés subsitios e residuos estdo envolvidos na interacdo com o ligante. Isso também esta
condizente com o que foi encontrado por Rocha (2017) em seus experimentos € com o descrito na
literatura a respeito dos residuos indicados como farmacéforos da AchE. Segundo Rocha (2017), o
TRP86 mostra-se como o responsavel por fazer interagdes de empilhamento de anéis ndo aromaticos.
A SER203 consegue estabelecer ligagdes de hidrogénio com o grupo oxigenado que aparece no anel
aromatico e o residuo PHE297 realiza interagdes hidrofobicas entre o grupo metoxi dos ligantes
hidroxi ndo modificados, o que também pode ser observado nos atracamentos realizados. Na Figura
37 ¢ possivel visualizar a imagem retirada de Rocha (2017), em que ¢ possivel ver o atracamento
alcancado na sua pesquisa. A imagem, conforme pode ser observado, ¢ semelhante com o que se
conseguiu com o Smina € com o Vina com a exce¢ao do HYB.

Figura 37 — Docking 4EY6 — Vina Rocha (2017). A imagem retirada de Rocha (2017) apresenta as
posigdes mais favordveis dos ligantes GNT, HYB, LYC e SNG comparadas ao GNT cristalografico.
A seta preta indica o local de substitui¢ao no anel e a seta marrom a modificacdo metoxi-hidroxi que
foram realizadas no HYB.

Fonte: Rocha (p. 53, 2017).

Com relagdo ao docking Vina, a GNT, LYC e SNG tiveram o mesmo comportamento
apresentado pelo Smina (Tabela 2) e pelo trabalho de Rocha (2017) (Figura 37). Porém, com a HYB
o Vina ndo conseguiu reproduzir o atracamento similar ao que havia sido encontrado no Smina € em
Rocha (2017) tendo um RMSD de 2.75 A. A Figura 38 apresenta as conformagdes da SNG, LYC e
GNT, sem a presenca do HYB, sendo mais facilmente verificavel que esses trés ligantes se
comportaram exatamente da mesma forma que os compostos de Rocha (2017) (Figura 37) e com o
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atracamento Smina (Figura 36). As interagdes com os residuos TRP86, SER203 ¢ PHE297 se
preservaram, quanto a questdo da projecdo dos ligantes também se repete. Além disso, os dados da
Tabela 2 que possuem os RMSD dos ligantes no Vina e Smina, percebe-se que todos os ligantes, exceto
o HYB tiveram os mesmos valores de RMSD no Vina e Smina.

Tabela 2 — RMSD Vina e Smina. A tabela apresenta os resultados de RMSD dos ligantes GNT, HYB,
LYC e SNG no Vina e no Smina em relagdo ao ligante cristalografico.

Vina Smina
GNT 0.13A 0.13 A
HYB 2.75 A 0.12 A
LYC 0.11 A 0.11 A
SNG  0.12A 0.12 A

Fonte: Autores

Figura 38 — Docking 4EY6 — Vina — Sem o HYB. Sao apresentadas as conformagdes alcancadas pelo
GNT, LYC e SNG em comparagdo do GNT cristalografico. Os resultados foram similares aos do

Smina e de Rocha (2017).
Vina - Sem HYB
TRP86 PHE297
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Fonte: Autores.

Analisando esses dados, apesar do Smina ter conseguido reproduzir a pose da galantamina
cristalografica com pequeno desvio (Tabela 2), o sistema nao gerou todas as poses desejadas. Sabe-se
que o Smina ¢ uma evolugdo do Vina, pode ser que conseguiu reproduzir melhor as poses, devido a
essa caracteristica. Uma vez que o atracamento ocorreu de forma satisfatoria com o Smina para todas
as poses, poder-se-ia decidir em seguir o processo com as moléculas preparadas com o Smina, ou,
seguir o processo da GNT, LYC e SNG com as poses identificadas pelo Vina e com a HYB identificada
pelo Smina.

Porém, considerando-se que o Smina tem por base o Vina e sabendo-se que o atracamento do
Vina ndo ¢ deterministico, ou seja, podem ocorrer pequenos desvios devido aos célculos efetuados
durante a execucao do sistema. E que os valores de RMSD do Vina e Smina foram os mesmos em
todas as poses do GNT, LYC e SNG, e apenas os valores de HYB tiveram valores divergentes, optou-
se por realizar nova execug¢do do sistema, mas apenas considerando a HYB. Ou seja, executou-se todo
o sistema novamente, mas ao invés de refazer para todos os ligantes, foi realizada nova execugao
apenas com o HYB no arquivo de configuracao.
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O novo atracamento realizado com o ligante HYB pode ser visualizado na Figura 39. Pode-se
perceber que na nova rodada do docking, a nova pose selecionada conseguiu reproduzir o
posicionamento do Crystal, tendo um desvio minimo da pose do Crystal (0.12 A). Esse novo resultado
foi condizente com o esperado. O novo posicionamento faz com que o Vina passe a ter resultado
semelhante ao Smina. Assim, segue-se com o uso das poses selecionadas pelo Vina, porém, com a
troca da pose pela nova pose alcancada pelo Vina. Vale ressaltar, que nessa nova execu¢ao o Vina
conseguiu gerar as 10 poses por triplicata, sendo geradas com isso 30 novas poses.

A Tabela 3 apresenta uma comparagao entre os 3 grupos de scores. Apesar de possuir diferencas
nos valores, o que era de se esperar uma vez que o processo ¢ nao deterministico, os dados de Vina e
Rocha (2017) estao fornecendo o mesmo ranqueamento de score.

Figura 39 — Docking 4EY6 — Vina — HYB Novo. Apresentacdo do resultado da nova rodada do
ProtCool Dynamic apenas com o HYB. Na imagem sdo apresentados todos os ligantes novamente e
pode-se observar que nessa nova execu¢do, o HYB teve um resultado condizente com os demais
ligantes.
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Fonte: Autores.

Tabela 3 — Scores Vina, Smina e Rocha (2017). Scores fornecidos em kcal/mol. Dados do Vina,
Smina e Rocha (2017).

Vina Smina  Rocha (2017)*?

GNT -9.52 -9.88 -9.25
HYB -9.50 -10.26 -8.95
LYC -9.34 -9.74 -8.85
SNG -9.78 -10.30 -9.30

Fonte: Autores.

42 Os dados apresentados nesta coluna sdo aproximados, foram retirados de um gréfico.
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A Figura 40 mostra as conformagdes do HYB1 e HYB2. Na Crystal X HYBI1, o ligante
cristalografico esta em ciano e a HYB1 esta em amarelo. E possivel perceber que o Vina nio conseguiu
encontrar um bom posicionamento para a HYB1. Na Crystal x HYB2, ja ¢é possivel perceber que o
Vina conseguiu uma conformacao adequada para a HYB2 (amarela). E na terceira mostra-se as trés
conformagdes juntas.

Figura 40 — Apresentacio das conformacées do HYB1 e HYB2. Visualizacao da pose Crystal
(ciano) em relacdo ao HYB1 (amarelo). Crystal (ciano) com relagdo ao HYB2 (amarelo). Na terceira
imagem sao apresentados os trés em conjunto Crystal (ciano), HYB1 (laranja) e HYB2 (amarelo).

Crystal X HYB1 Crystal X HYB2  Crystal x HYB1 x HYB2

PHE297 A PHESI7 PHESS7
0 % ( i e )

- TRP86 ¢
TRP86 Q .
“ SER203 N
SER203 SER203

Fonte: Autores.

Figura 41 — Conformacgoes Vina e Smina. Poses Vina e Smina sobrepostas de cada um dos ligantes.
Em azul a pose Vina e em verde a pose Smina.

GNT HYB
PHE297 _ PHE297
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SER203
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SER203 SER203
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Fonte: Autores.

A Figura 41 apresenta as conformacdes de Vina e Smina para cada um dos Ligantes. Observando-
se as imagens € possivel perceber que nos quatro casos os dois sistemas encontraram conformagdes
semelhantes para cada um dos ligantes, o que de acordo com os valores de RMSD também ¢ verdade.

A préoxima etapa do processo ¢ a modelagem molecular. Nessa etapa, conforme verificado na
Secao 3.2 o objetivo € que os gaps existentes na proteina sejam corrigidos. Na Figura 42 ¢ apresentada
a 4EY6, destacando-se os gaps existentes na proteina. Foram identificadas 4 areas de gaps, conforme
Figura 9. Os gaps identificados, um estd no inicio da proteina, outro no final. Além desses dois, existem
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dois no meio da proteina, um préximo ao residuo 258 e outro proximo aos residuos 498, conforme
destacado na imagem.

Figura 42 — 4EY6 — Identificacio dos Gaps. Na imagem ¢ possivel ver os 4 gaps da molécula,
marcados em vermelho.

Proximo 258

Inicio

Proximo 498

Fonte: Autores.

Figura 43 —4EY6 — Acerto dos Gaps. Acertos realizados na molécula, apresentados em vermelho.
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Fonte: Autores.
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A Figura 43 apresenta a molécula 4EY 6 apds o acerto dos gaps. Pela imagem ¢ possivel verificar
que os 4 gaps identificados foram devidamente modelados pelo workflow. A Figura 44 apresenta as
duas estruturas sobrepostas no Pymol. A 4EY6 3, antes de se realizar a modelagem e a 4EY6 4, apds
a modelagem. Na imagem estdo destacados os pontos em que o Modeller realizou as modelagens,
inserindo os residuos necessarios.

ApOs esse passo, a estrutura esta com todas as numeragdes modificadas, uma vez que foram
inseridos os residuos na molécula. Assim, o arquivo 4EY6 Acertos. txt que se encontra na pasta
do usuério, dentro de log, mostra o mapeamento da nova estrutura. A Figura 45 apresenta trechos do
arquivo 4EY6 Acertos. txt com os principais pontos modificados. Lembrando que como ocorrera
uma modificagdo de toda a estrutura e numeragao dos residuos, ndo apenas esses valores serao
modificados, logo o pesquisador deve ficar atento a partir desse momento para que ele possa fazer as
analises do seu experimento.

Figura 44 — 4EY6 3 e 4EY6_4 — Estruturas Sobrepostas. Sao apresentadas as duas imagens
sobrepostas, uma antes da modelagem e a outra apos a realizagao da modelagem molecular.

Proximo 258

Proximo 498

Fonte: Autores.

Apos a realizacdo da modelagem, o ProtCool Dynamic realizou a protonacao do sistema. Na
protonacdo ¢ utilizado o site H++ e por meio dos dados recuperados do sife sdo acertadas as
nomenclaturas do arquivo com relacdo ao HIS. A 4EY6 possui ao todo 11 residuos HIS na sua cadeia
A. Na Figura 17 pode-se observar que esses residuos receberam a seguinte configuracao apos a
protonacdo: Residuo 211 — HIE; Residuo 222 — HIE; Residuo 252 — HIE; Residuo 283 - HID; Residuo
286 — HIE; Residuo 321 — HIP; Residuo 380 — HID; Residuo 386 — HIP; Residuo 404 — HID; Residuo
431 — HIE; Residuo 446 — HIP.

Além dessa modificacdo do arquivo PDB, também sdo modificados os nomes das CYS que
participam de pontes dissulfeto para a nomenclatura CYX. Todos esses dados sao disponibilizados no
arquivo 4EY6 Acertos 1. txt, conforme verificado na Figura 46.
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Figura 45 — Trecho do arquivo 4EY6_Acertos. txt com os principais pontos modificados. No

arquivo € possivel verificar que os trechos que antes possuiam o valor “-*, passaram a ter os residuos
identificados.

ALI1 ALI2 PROT1 PROT2
1 - 1 GLY -GLY A 1
2 - 2 ARG - ARG A 2
3 GLU 3GLUGLUA 4 GLUA 3
4 ASP 4 ASP ASP A 5 ASPA 4
5 ALA 5ALAALAA 6 ALAA 5
6 GLU 6 GLUGLUA 7 GLUA 6
7 LEU 7 LEULEUA 8 LEUA 7
8 LEU 8 LEULEUA 9 LEUA 8
9 VAL 9 VAL VAL A 10 VALA 9
106 THR 10 THR THR A 11 THR A 10

254 VAL 254 VAL VAL A 255 VAL A 254
255 GLY 255 GLY GLY A 256 GLY A 255
256 CYS 256 CYS CYS A 257 CYS A 256
257 PRO 257 PRO PRO A 258 PRO A 257

258 - 258 PRO - PRO A 258
259 - 259 GLY - GLY A 259
260 - 260 GLY - GLY A 260
261 - 261 THR - THR A 261
262 - 262 GLY - GLY A 262
263 - 263 GLY - GLY A 263

264 ASN 264 ASN ASN A 265 ASN A 264
265 ASP 265 ASP ASP A 266 ASP A 265
266 THR 266 THR THR A 267 THR A 266
267 GLU 267 GLU GLU A 268 GLU A 267
268 LEU 268 LEU LEU A 269 LEU A 268
269 VAL 269 VAL VAL A 270 VAL A 269

492 ARG 492 ARG ARG A 493 ARG A 492
493 ASP 493 ASP ASP A 494 ASP A 493
494 PRO 494 PRO PRO A 498 PRO A 494

495 - 495 LYS - LYS A 495
496 - 496 ALA - ALA A 496
497 497 PRO - PRO A 497

498 GLN 498 GLN GLN A 499 GLN A 498
499 TRP 499 TRP TRP A 500 TRP A 499
500 PRO 500 PRO PRO A 501 PRO A 500
501 PRO 501 PRO PRO A 502 PRO A 501

536 PRO 536 PRO PRO A 537 PRO A 536
537 LYS 537 LYS LYS A 538 LYS A 537
538 LEU 538 LEU LEU A 539 LEU A 538
539 LEU 539 LEU LEU A 540 LEU A 539
540 SER 540 SER SER A 541 SER A 540
541 ALA 541 ALA ALA A 542 ALA A 541
542 - 542 THR — THR A 542
END

Fonte: Autores.

A etapa de campo de forca tem 3 atividades principais. A primeira delas ¢ a responsavel por gerar
o campo de forga que serd utilizado no NAMD. Além dessa etapa existe a solvatagao e a ionizagdao. A
ionizacao ¢ calculada pelo sistema e para realizacao do calculo foi utilizada a forca i6nica em 0.15M.
ApoOs a realizagdao da solvatacdo e ionizagdo, os seguintes nimeros foram identificados para cada
ligante tanto para os arquivos Vina quanto para os arquivos Smina:

i. GNT:

Numero de dtomos da proteina: 8294;

Numero de atomos do ligante: 43;

Numero total de atomos: 73102;

Numero de moléculas de agua: 21535 (64605 atomos);
Carga do complexo: -4.0

Numero de Na+: 82;

Numero de Cl-: 78.

ii. HY
Numero de atomos da proteina: 8294;

Numero de atomos do ligante: 42;

Numero total de atomos: 73101;

Numero de moléculas de agua: 21535 (64605 atomos);
Carga do complexo: -4.0

Numero de Na+: 82;

O A0 TP mEE e A0 TP
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Numero de Cl-: 78.

g
=

oo o Qur mo ao o Qo

1.
Numero de atomos da proteina: 8294;

Numero de atomos do ligante: 45;

Numero total de atomos: 73104;

Numero de moléculas de dgua: 21535 (64605 atomos);
Carga do complexo: -4.0

Numero de Na+: 82;

Numero de Cl-: 78.

iv. SN
Numero de atomos da proteina: 8294;

Numero de atomos do ligante: 40;

Numero total de atomos: 73099;

Numero de moléculas de agua: 21535 (64.605 atomos);
Carga do complexo: -4.0

Numero de Na+: 82;

Numero de Cl-: 78.

Figura 46 — Trecho do arquivo 4EY6_Acertos. txt com pontos modificados HIS e CYS.
Marcados em vermelho existem cada uma das modificagdes do arquivo de acertos.

67 VAL 67 VAL VAL A 68 VAL A 67
68 CYS 68 CYS CYS A 69 CYX A 68
69 TYR 69 TYR TYRA 70 TYR A 69

94 ASP 94 ASP ASP A 95 ASP A 94
95 CYS 95 CYS CYS A 96 CYX A 95
96 LEU 96 LEU LEU A 97 LEU A 96

210 MET 210 MET MET A 211 MET A 210
211 HIS 211 HIS HIS A 212 HIE A 211
212 LEU 212 LEU LEU A 213 LEU A 212

221 PHE 221 PHE PHE A 222 PHE A 221
222 HIS 222 HIS HIS A 223 HIE A 222
223 ARG 223 ARG ARG A 224 ARG A 223

252 HIS 252 HIS HIS A 253 HIE A 252
253 LEU 253 LEU LEU A 254 LEU A 253
254 VAL 254 VAL VAL A 255 VAL A 254
255 GLY 255 GLY GLY A 256 GLY A 255
256 CYS 256 CYS CYS A 257 CYX A 256

270 ALA 270 ALA ALA A 271 ALA A 270
271 CYS 271 CYS CYS A 272 CYX A 271
272 LEU 272 LEU LEU A 273 LEU A 272

283 HIS 283 HIS HIS A 284 HID A 283
284 GLU 284 GLU GLU A 285 GLU A 284
285 TRP 285 TRP TRP A 286 TRP A 285
286 HIS 286 HIS HIS A 287 HIE A 286

320 PHE 320 PHE PHE A 321 PHE A 320
321 HIS 321 HIS HIS A 322 HIP A 321
322 GLY 322 GLY GLY A 323 GLY A 322

380 HIS 380 HIS HIS A 381 HID A 380
381 TYR 381 TYR TYR A 382 TYR A 381
382 THR 382 THR THR A 383 THR A 382
383 ASP 383 ASP ASP A 384 ASP A 383
384 TRP 384 TRP TRP A 385 TRP A 384
385 LEU 385 LEU LEU A 386 LEU A 385
386 HIS 386 HIS HIS A 387 HIP A 386

404 HIS 404 HIS HIS A 405 HID A 404
405 ASN 405 ASN ASN A 406 ASN A 405
406 VAL 406 VAL VAL A 407 VAL A 406
407 VAL 407 VAL VAL A 408 VAL A 407
408 CYS 408 CYS CYS A 409 CYX A 408

430 GLU 430 GLU GLU A 431 GLU A 430
431 HIS 431 HIS HIS A 432 HIE A 431
432 ARG 432 ARG ARG A 433 ARG A 432

445 PRO 445 PRO PRO A 446 PRO A 445
446 HIS 446 HIS HIS A 447 HIP A 446
447 GLY 447 GLY GLY A 448 GLY A 447

527 ALA 527 ALA ALA A 528 ALA A 527
528 CYS 528 CYS CYS A 529 CYX A 528
529 ALA 529 ALA ALA A 530 ALA A 529

Fonte: Autores.

A Figura 47 apresenta a 4EY 6gnt solvatada e ionizada. Foi apresentada apenas uma delas, pois
os resultados foram similares em todos os complexos em termos de numeracdes de a&tomos.
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Figura 47 — 4EY6gnt — Solvatada e Ionizada. Na imagem sdo apresentadas a proteina, o ligante, as
moléculas de 4gua e os ions NaCl.

&

Fonte: Autores.

A tultima etapa ¢ a geracao dos arquivos finais para a realizacdo da dindmica. Nesse ponto, todos
0s arquivos necessarios ja foram preparados (PDB, prmtop, inpcrd). Esses arquivos ja possibilitam
que uma dinamica seja realizada. Agora ¢ momento de realizar a preparagdo dos arquivos de
configuragdo e de restrigdes. O restante ja esta todo disponivel. Para isso foi utilizado o arquivo PDB
e os dados das tags Free disponiveis no arquivo de configuragao. No caso desse trabalho foram gerados
9 arquivos de restricdo para cada um dos ligantes, um para cada simulagdo que sera realizada (1
minimizac¢do, 7 de relaxamento e a de producao final).

Outros arquivos gerados nessa etapa sao os arquivos de configuragdo. Esses arquivos possuem a
parte de PME gerada automaticamente pelo sistema. Para gerar esses dados € necessario obter algumas
informacdes dos arquivos relacionadas ao posicionamento da sua estrutura. Assim, o centro
geométrico da molécula e os pontos minimo ¢ maximo da molécula sdao calculados pelo VMD. Os
resultados sdo depois utilizados nos calculos de PME.

Os dados de centro geométrico e valores de minimo, maximo e coordenadas x, y € z dos pontos
minmax sao calculados a partir das coordenadas x, y, z de cada um dos atomos existentes no complexo.
Apesar dos valores da proteina serem todos iguais, uma vez que ¢ utilizada a mesma proteina
modificada para geragdo dos arquivos PDB, os ligantes, moléculas de agua e ions possuem
coordenadas diferentes, logo os dados serdo diferentes de um ligante para o outro. Na Figura 48 estao
os dados referentes aos arquivos Smina. Da mesma forma possuem poucas diferencas entre os
arquivos.

De posse desses arquivos sao gerados os dados de PME dos arquivos de configuragdo. Os dados
serdo os mesmos para todos os arquivos de configuragdo de todas as simulagdes de cada ligante,
variando apenas de ligante para ligante. A Figura 49 apresenta o trecho de cada uma das moléculas do
Vina. Nao serao apresentados os dados do Smina, uma vez que as alteragdes neles sdo pequenas e irdo
seguir o que se obteve no arquivo do centro geométrico Smina.
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Figura 48 — Arquivos Centro Geométrico - Smina.

Apresentacdo dos valores de cada um dos

Min x = -43.75600051879883 -43.75600051879883

Min y = -43.55500030517578 -43.55500030517578

Min z = -52.18299865722656 -52.18299865722656

Max x = 43.66899871826172 Max x = 43.66899871826172

Max y = 43.44300079345703 Max y = 43.44300079345703

Max z = 52.047000885009766 Max z = 52.047000885009766

X = 88 x = 88

y = 87 y = 87

z = 105 z = 105

center x = -0.040506831432059416 center x = -0.04128406434241657
center y = 0.0004990823154652205 center y = 0.003230282731816108
center z = 0.11539699115588765 center z = 0.1237577717503168
END END

Min X = -43.75600051879883 Min x = -43.75600051879883

Min y = -43.55500030517578 Min y = -43.55500030517578

Min z = -52.18299865722656 Min z = -52.18299865722656

Max x = 43.66899871826172 Max x = 43.66899871826172

Max y = 43.44300079345703 Max y = 43.44300079345703

Max z = 52.047000885009766 Max z = 52.047000885009766

x = 88 x = 88

y = 87 y = 87

z = 105 z = 165

center x = -0.04061972523205819 center x = -0.028222744206052804
center y = 0.0003867218816876552 center y = 0.00958746229310357
center z = 0.11521982170567749 center z = 0.11982567281571489
END END

Fonte: Autores.

Figura 49 — Trecho PME Arquivos de configuracio - Vina. Trecho dos arquivos de configuracao
que apresentam os dados do PME que utilizaram os valores calculados no Centro Geométrico.

GNT

# Periodic Boundary Conditions

cellBasisVectorl  88. 0. 0.

cellBasisVector2 0. 87. 0.

cellBasisVector3 0. 0. .

cellorigin -0.01746282418747381 0.01028074362887654 0.12522638049073292
wrapAll on

# PME (for full-system periodic electrostatics)

PME yes
PMEGridsizex 125
PMEGridsizey 125
PMEGridsizez 125

HYB

# Periodic Boundary Conditions

cellBasisVectorl  88. 0. 0.

cellBasisVector2 6. 87. 0.

cellBasisVector3 0. 0. .

cellorigin -0.0339521402167113 0.0114096904760222458 0.1273113618060112
wrapAll on

# PME (for full-system periodic electrostatics)

PME yes
PMEGridsizex 125
PMEGridsizey 125
PMEGridsizez 125

LYC

# Periodic Boundary Conditions

cellBasisVectorl  88. 0. 0.

cellBasisVector2 0. 87. 0.

cellBasisVector3 0. 0. .

cellorigin -0.01648283822058121 0.006322388841823038 0.12836401393596816
wrapAll on

# PME (for full-system periodic electrostatics)

PME yes
PMEGridsizex 125
PMEGridsizey 125
PMEGridsizez 125

SNG

# Periodic Boundary Conditions

cellBasisVectorl  88. 0. 0.

cellBasisVector2 0. 87. 0.

cellBasisVector3 0. 0. .

cellorigin -0.038697949184671336 0.009293888024035407 0.11124415962368384
wrapAll on

# PME (for full-system periodic electrostatics)

PME yes
PMEGridsizex 125
PMEGridsizey 125
PMEGridsizez 125

Fonte: Autores.
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Nesse ponto todos os arquivos de preparacao da dindmica foram gerados e todos foram
verificados para saber se a preparagdo esta adequada e bem feita para cada um dos ligantes no
complexo. E importante esse passo de verifica¢io dos arquivos pelo pesquisador. Apesar de o ProtCool
jé realizar a geragdo de todos os arquivos, existem observagdes € analises que sO o pesquisador pode
realizar. Um exemplo foi a questdo do docking neste estudo de caso, que ndo conseguiu encontrar a
melhor conformacao na primeira execugdo, s6 sendo possivel esta avaliagdo apos a observagao de
todos os dados. O conhecimento da proteina e dos ligantes com os quais se esta trabalhando ¢ crucial
nesse processo. A tomada de decisdao do pesquisador foi importante uma vez que ela foi realizada antes
de se iniciar a dindmica molecular e se gastar tempo de maquina desnecessario. Além do mais, analisar
passo a passo ¢ muito mais facil do que ao final tentar descobrir onde pode estar o erro.

Assim, uma ferramenta extremamente importante nesse processo ¢ a possibilidade dada pela
ProtCool de se fazer o processo de preparacdo por partes. Isso permite que o pesquisador coloque
pontos de checagem e va avaliando cada uma das informacodes que lhe sdo fornecidas antes de se passar
para a proxima fase. Isso podera garantir melhor qualidade para a pesquisa. Outro fator que deve ser
considerado nesse momento ¢ que as proteinas e ligantes, cada qual tem a sua particularidade e ter
esses pontos de checagem acabam sendo essenciais no processo como um todo.

Para se realizar toda a parte de preparagao dos arquivos para a dindmica molecular, foi gasto um
tempo total de 1 hora e 20 minutos, lembrando que foram preparados 4 ligantes, realizando dois tipos
de docking (Vina e Smina) em triplicata e flexivel para cada um dos ligantes. Além disso, apds passar
pelo processo de docking, todos os arquivos posteriores foram gerados para as duas moléculas
selecionadas. Todo o processo foi executado em uma maquina virtual MAC.

O tempo gasto em cada uma das etapas do workflow foram:

1. Configuracao Inicial das Moléculas — menos de um minuto para fazer as 4 atividades,
contando com a tarefa de buscar arquivo no site RSCB;

1.  Docking Molecular — cerca de uma hora. Essa foi a etapa que mais demorou para gerar
os resultados. A parte inicial de buscar os arquivos de ligantes e preparar os dados para
que fosse realizado o docking gastou 16 segundos. Cada um dos docking Vina e Smina
gastou cerca de 30 minutos para serem executados. E para realizar a parte final do docking
de verificar as poses até realizar a escolha da pose gastou 13 segundos;

iii.  Modelagem Molecular — gastou 1 minuto;

iv.  Protonacdo — gastou cerca de 14 minutos;

v.  Campo de Forga, Solvatagdo e lonizacao — gastou cerca de 4 minutos;

vi.  Preparar Arquivos da Dindmica — gastou cerca de 5 minutos.

O Processo de preparagdo de dinamicas moleculares, quando realizado pelo pesquisador, sem o
auxilio do ProtCool, demanda a utiliza¢ao e conhecimento de diversas ferramentas. Além disso, ¢ gasto
um tempo do pesquisador para que as moléculas sejam preparadas. Este tempo do pesquisador pode
ser de um dia inteiro, podendo se estender por mais tempo. Quando o processo ¢ desenvolvido pelo
ProtCool, para que fossem entregues todos os arquivos prontos para que a dindmica possa ser realizada,
o tempo gasto foi minimo (1 hora e 20 minutos). Além disso, deve-se considerar, que enquanto o
computador estd gerando esses arquivos, o pesquisador ndo precisa ficar em frente a maquina, uma
vez que ao final de todo o processo, sera enviado o e-mail informando que os arquivos estdo prontos
e que podem ser avaliados pelo pesquisador. Com isso, o tempo que o pesquisador passa preparando
a pesquisa torna-se muito menor utilizando o ProtCool Dynamic, do que realizando tudo
manualmente. O tempo gasto para o estudo das moléculas, da metodologia e dos parametros a serem
considerados, também precisam ser realizados na preparagdo tradicional de dindmica molecular. O
tempo efetivo do pesquisador ¢ o tempo de preparagao do arquivo de configuragdo que conterd o
protocolo que serd seguido na pesquisa.
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Apesar de se ter gerado todos os arquivos para Vina e Smina, apenas foi realizada a dindmica dos
arquivos Vina. Como os arquivos estdo validados tanto pela resposta do Smina quanto pela comparagao
com os dados de Rocha (2017), resolveu-se seguir com a realizagdo da dinamica apenas do Vina. Foi
gerada uma tnica rodada de simulag@o de 20 ns cada. Essa escolha foi feita uma vez que Rocha (2017)
realizou 20 ns de simula¢do da 4EY6. Nao se realizou em triplicata uma vez que o objetivo € apenas
validar se os arquivos de preparacdo criados sdo suficientes para a realizacdo da simulagdo de
dindmicas moleculares.

A simulagdo foi realizada segundo os parametros definidos na Sec¢ao 4.2. Ao final da simulacao
foram gerados 5000 frames de cada um dos ligantes no complexo. A anélise de RMSD das trajetérias
foi realizada para identificar se a simulagdo esta adequada. Todos os RMSD foram gerados contra o
primeiro frame e considerando-se o backbone da proteina

A Figura 50 apresenta os RMSD das trajetorias do complexo. Em todas elas, o RMSD do
complexo com a 4EY6 esta em preto. Na Figura 51 estdo os RMSD calculados por Rocha (2017).

Na Figura 51 estdo representadas ndo s6 o RMSD da 4EY 6, mas também do 3LII, além de duas
trajetorias de ligantes livres. Para a realizacdo da analise neste trabalho, esta se considerando na figura
de Rocha (2017) apenas o RMSD da trajetoria da 4EY6 que estd em preto na imagem.

Figura 50 — RMSD de trajetorias 4EY6 — Complexo em preto. RMSD de cada trajetoria de

simulagdo de MD contra o primeiro frame da simulagdo. O RMSD do complexo foi calculado
considerando-se o backbone da proteina.

GNT SNG

RMSD (A)

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Tempo (ns) Tempo (ns)

LYC HYB

RMSD (A)

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Tempo (ns) Tempo (ns)

Fonte: Autores.

Comparando os graficos de RMSD, os dois conjuntos de graficos apresentam a mesma tendéncia
qualitativa. Os RMSD sugerem que as simulagdes estdo com tendéncia de equilibrio, indicando que as
simulagoes estdo adequadas. Conforme destacado na Secao 4.1, a 4EY 6 possui um sitio ativo profundo
e estreito. Isso faz com que quando o ligante est4 dentro do complexo, exista pouca margem para que
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ele possa se movimentar, assim, ligantes dentro do complexo acabam por possuirem um menor grau
de liberdade.

Figura 51 — RMSD de trajetorias do complexo. Imagem retirada de Rocha (2017). Apresenta o
RMSD de cada trajetéria de simulacdo de MD relacionada ao frame inicial da simulagdo. Na imagem
existem as simulacdes do 4EY6, 3LII e as duas simulagdes de cada ligante. Os valores de RMSD dos
complexos foram calculados considerando o hackbone da proteina.
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Fonte: Rocha (p. 54, 2017).

Pela analise visual das dinamicas, percebe-se que o ligante permanece estavel no sitio ativo,
demonstrando que uma preparacao inicial foi bem feita, além disso, os dados selecionados para a
dindmica de equilibrio também podem ser considerados como adequados ao problema. A Figura 52
mostra a 4EY6GNT no frame 1 e no frame 5000. Pela imagem ¢ possivel perceber que o ligante de
fato, no primeiro e no ultimo frame permanecem no sitio ativo, bem proximo dos residuos de ligacao
no sitio ativo. Pela imagem do frame 1, € possivel perceber que o ponto de partida do ligante pode ser
considerado bom, uma vez que estd bem localizado no seu sitio ativo, bem préximo do TRP85 (nova
numerag¢do depois da finalizagdo da preparagdo). Isso sugere que tanto a pose do docking, quanto os
parametros de restrigdo harmdnica, quanto as dindmicas iniciais (minimizacao e relaxamento) foram
adequadas para o complexo.

As Figura 53, Figura 54 e Figura 55 apresentam as demais estruturas (HYB, LYC e SNG,
respectivamente). Por elas também € possivel verificar a mesma coisa que foi discutida na GNT, ou
seja, a pose do docking foi adequada e assegura-se que a minimizagao e relaxamento tenham sido
também adequados para o complexo.

A Figura 56 apresenta o ligante no complexo. Cada imagem ¢ a apresentacao dos diversos
quadros, com o ligante alinhado, possibilitando a visualizacdo das inimeras conformacdes que foram
alcancadas pelos ligantes durante a simulacao. Comparando os ligantes complexados GNT e SNG com
o HYB e LYC, os dois primeiros tém menor grau de liberdade proximo ao anel com a dupla ligacao
do GNT e SNG, sugerindo que essa ligagao dupla entre os C5 e C6 do anel acaba por tornar o ligante
mais rigido em relacdo aos demais, fazendo com que o ligante fique com menor mobilidade.

Foi realizada a analise de cluster do complexo. Usando o Wordon*?, foram divididas as trajetdrias
do complexo em 3 trajetdrias distintas, cada uma delas possuindo apenas os frames de cada um dos

43 Comando: ~/wordom -F Cluster3.txt -itrj 4EY6gnt9.dcd -otrj 4EY 6gntCluster3.dcd
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clusters existentes. Para isso, ¢ passado para o Wordon uma lista de todos os frames que pertencem a
um determinado cluster, e o software cria uma trajetoria apenas com estes frames. A partir dessas
novas trajetérias foi utilizado o software VMD para que pudesse visualizar as multiplas trajetorias em
cada cluster. A Figura 57 mostra as conformagdes complexadas de cada ligante. Sdo apresentados na
primeira coluna os clusters sobrepostos (trajetoria completa), na segunda coluna estao o cluster 0, na
terceira o cluster 1 e na quarta coluna o cluster 2.

Figura 52 — 4EY6GNT — Frame 1 e 5000. Na imagem sao apresentadas as imagens do frame 1 e do

frame 5000 do 4EY6GNT. Na imagem sdo apresentadas duas visdes de cada frame, uma mostrando a
proteina inteira e outra mostrando mais o detalhe proximo ao ligante.

Frame 1 Frame 5000

Fonte: Autores.

Observando-se os complexos, de fato a mobilidade dos ligantes complexados € restrita, indicando
que apesar de todos os ligantes possuirem 3 clusters, apenas o cluster 0 ¢ o que possui um maior
povoamento, indicando que as conformacdes sao bem proximas entre si. Além disso, observa-se que
tanto no LYC, quanto no HYB existem maiores populagdes nos clusters 1 € 2 que em relagdo ao GNT
e SNG, o que corrobora com as analises realizadas anteriormente.

Essas analises das trajetérias obtidas sugerem que as simulagdes de dindmica molecular estao
condizentes com o que se espera na natureza, ou seja, os ligantes apresentam pouca mobilidade dentro
do sitio ativo por ser um sitio estreito e que os ligantes com ligacdo dupla no anel possuem menos
mobilidade comparado aos outros ligantes. Assim, pode-se classificar que a preparacdo da dinamica
molecular do complexo (ProtCool Dynamic) fornece bons resultados, possibilitando que dinamicas
moleculares sejam devidamente realizadas.
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Figura 53 —4EY6HYB — Frame 1 e 5000. Na imagem sdo apresentadas as imagens do frame 1 e do
frame 5000 do 4EY6HYB. Na imagem sdo apresentadas duas visdes de cada frame, uma mostrando a
proteina inteira e outra mostrando mais o detalhe préximo ao ligante.

Frame 1 Frame 5000

Fonte: Autores.

Figura 54 —4EY6LYC — Frame 1 e 5000. Na imagem sdo apresentadas as imagens do frame 1 e do
frame 5000 do 4EY6LYC. Na imagem sao apresentadas duas visoes de cada frame, uma mostrando a
proteina inteira e outra mostrando mais o detalhe préximo ao ligante.

Frame 1 Frame 5000

Fonte: Autores.
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Figura 55 — 4EY6SNG — Frame 1 e 5000. Na imagem sao apresentadas as imagens do frame 1 e do
frame 5000 do 4EY6SNG. Na imagem sdo apresentadas duas visdes de cada frame, uma mostrando a
proteina inteira e outra mostrando mais o detalhe proximo ao ligante.

Frame 1 Frame 5000

Fonte: Autores.

Figura 56 — Simulacées — Frame 1 ao 5000. Apresentagdo de todos os quadros, com o ligante
alinhado, possibilitando a visualizacdo das conformacdes ao longo da trajetoéria.

GNT HYB LYC SNG

.\(ﬁ,\/ e
Wf"?’/’) /Y /’ =

Fonte: Autores.

A utilizagdao do ProtCool Dynamic traz algumas vantagens em relagdo a fazer as preparagoes
sem a utilizacdo de uma ferramenta automatizada, como ¢ o caso da aqui apresentada. Uma das
vantagens ¢ a facilidade para geracdo dos arquivos. O pesquisador, precisa apenas criar o arquivo de
configuragdo, de forma a garantir que o protocolo desejado sera realizado e, assim, todos os arquivos
sao gerados e armazenados de forma organizada em uma pasta especificada pelo pesquisador.

Uma vantagem da utilizacao da ferramenta, ¢ que, uma vez que a maquina esteja toda configurada
e o arquivo de configuracao preparado, um unico comando de execucao faz com que a preparacgao seja
realizada. Isso contribui para o dia a dia dos pesquisadores, que conseguem fazer preparacdes de
dindmica molecular rapidamente. Além disso, usudrios com pouca experiéncia conseguem realizar a
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preparacdo de dindmicas moleculares. A ProtCool pode ser utilizada em treinamentos, facilitando que
novos pesquisadores sejam inseridos nos laboratdrios e realizem as pesquisas em simulagdo de
dinamica molecular.

Figura 57 — Analise de Clusters — Conformacdes — Ligantes Complexados. S3o apresentados na
primeira coluna os clusters sobrepostos (trajetoria completa), na segunda coluna estdo o cluster 0, na
terceira o cluster 1 e na quarta coluna o cluster 2.

cr
=

Todos Cluster O Cluster 1 Cluster 2

)

Fonte: Autores.
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Uma das maiores vantagens da ProtCool ¢ a possibilidade de geragcao de dinamicas moleculares
para multiplos ligantes, ou seja, dado um receptor e diversos ligantes, os arquivos de preparagdo de
simulagcdo de dinamica molecular serdo gerados para todos os ligantes. Essa facilidade de preparar
inimeros ligantes oferece uma melhor gestdo dos experimentos e, a0 mesmo tempo, amplia as
possibilidades de pesquisa.

Outro fator a ser considerado € a reprodutibilidade de experimentos. A reprodutibilidade € tanto
de protocolos quanto da preparacio. E possivel, passar para outros pesquisadores apenas o arquivo de
configuragdo e, assim, pode-se gerar a mesma preparacao ja realizada. Da mesma forma, € possivel
definir um protocolo padrdo e preparar diversos complexos a partir de um mesmo protocolo definido
no arquivo de preparagao.

Todos esses fatores fazem com que a utilizagdo do ProtCool traga maior capacidade de gestao
dos experimentos, o que acaba por gerar maior qualidade as pesquisas efetuadas.
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5. MPRO DA SARS-COV-2

Para utilizagdo do ProtCool Docking foi realizado um estudo a respeito da MPro (Main-
protease) do SARS-Cov-2 (doravante MPro2).

A MPro2 ¢ uma enzima que desenvolve um papel chave na replicagdo do SARS-Cov 2,
especialmente na clivagem da poli-proteina viral. Devido a isso pode ser um alvo interessante para o
desenvolvimento de farmacos (JIN et al., 2020). A Mpro2 guarda homologia com a Mpro do SARS-
CoV (doravante Mprol), e diferem entre si por 12 pontos de mutagao.

A Figura 58 apresenta a estrutura cristalografica da MPro2 representada em cartoon, que foi
retirada de Rocha ef al. (2021). A MPro2 ¢ formada por 3 dominios (I, II e III). Em verde estd o
dominio I, em rosa o dominio II € em laranja o dominio III. O sitio ativo fica na fenda que se apresenta
entre os dominios I e II. No detalhe da imagem ¢ possivel visualizar o sitio ativo da estrutura. O
dominio I ¢ formado pelos residuos de 8 a 101, o dominio II pelos residuos de 102 a 184 e dominio III
dos residuos 201 a 303. Na fenda que se encontra entre os dominios I e Il existe o sitio de ligacdo para
os potenciais inibidores (JIN ef al., 2020).

Figura 58 — Estrutura cristalografica da Mpro2 em cartoon — Sars-Cov-2.

Fonte: Rocha et al., p.2, 2021.

5.1.Metodologia

Este estudo se insere dentro de um projeto maior que envolve pesquisadores da Universidade
Federal de Minas Gerais - UFMG, University of Salzburg — Austria, Universidade Federal da Paraiba
- UFPB, Universidade Federal de Sao Jodao Del Rei - UFSJ, Universidade Federal de Itajuba - Unifei,
Universidade Federal do Rio Grande — UFRG e do Laboratorio Nacional de Computagdo Cientifica —
Petropolis e que gerou o artigo Rocha et al. (2021).

Dentro do trabalho proposto, a ProtCool Docking foi utilizada para realizar o docking de
multiplos ligantes, usando o Vina e o Smina. O docking deveria ao final do processo entregar o
conjunto de arquivos mol2 de todas as poses geradas, bem como, um arquivo final contendo o score
de cada uma das conformagdes selecionadas.

Foi realizado o docking de multiplos ligantes considerando:
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1. 6 conformagdes diferentes do receptor. No caso foram fornecidos 6 arquivos pdbqt da
MPro2 do Sars-Cov-2 das conformagdes desejadas no estudo;
il. 19637 ligantes distintos da biblioteca ZINC;
. 8752 ligantes distintos da biblioteca DrugBank;
iv. 8520 ligantes distintos da biblioteca SistematX (base de produtos naturais e metabolitos
secundarios hospedada na Universidade Federal da Paraiba, Brasil).

Todos os arquivos de entrada do sistema, ligantes e proteina foram fornecidos no formato pdbqt.
O conjunto de arquivos foi recebido em momentos diversos. Em um primeiro momento foram
recebidas as bases DrugBank e SistematX, e, posteriormente, foi recebida a base ZINC. Para realizagao
do estudo de caso foi utilizado um servidor que possui 64 nucleos.

Para que os nucleos fossem adequadamente utilizados, fazendo com que o servidor fornecesse

sua capacidade maxima de processamento, foi estabelecida a seguinte estratégia de processamento dos
dados:

1. Cada base de dados foi replicada 6 vezes, uma para cada conformagao do receptor. Na
primeira rodada, existiam 12 pastas ao todo e na segunda rodada existiam 6 pastas. O
volume total de arquivos era similar, conforme descrito anteriormente;

ii.  Em cada pasta foi executado o ProtCool Docking, sendo especificado no arquivo de
configuragdo a quantidade de processadores utilizada por cada um deles. Como ProtCool
possui os scripts com processamento paralelo, os 64 nucleos da maquina foram utilizados
a0 mesmo tempo.

Os parametros utilizados na pesquisa estdo apresentados na Figura 59. Além desses parametros,
também se definiu que seria realizado docking rigido e apenas uma rodada seria realizada para cada
ligante.

Figura 59 — Parametros docking definidos para a pesquisa. Parametros de docking a serem
utilizados para a realizacdo dos atracamentos.

center_x = 785
center_y = 65
center_z = 53

size_x = 38
size v = 38
size 7= 38

num_modes = 10
energy_range = 4
exhaustiveness = 8

Fonte: Autores.

Ap0s a geracao de todos os dados, foi realizado um redocking. Para a realizacdo do redocking,
foram selecionados 84 complexos de Mpro2 cristalograficas encontradas nas bases. Para cada base foi
preparado o seu ligante cristalografico de duas formas distintas, com amlbcc e gasteiger. Para cada
um desses elementos foram gerados os docking Vina e Smina. Assim sendo, ao todo foram gerados
168 arquivos Vina e 168 arquivos Smina com esses dados. Para cada um deles foram geradas ao todo
10 conformagdes possiveis.
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5.2.Resultados e discussoes

Conforme verificado na Se¢do 3.3 o primeiro passo ¢ a definicdo do arquivo de configuracao
inicial. Todos os dados fornecidos foram disponibilizados no arquivo de configuracao inicial, de
acordo com o definido na Se¢do 5.1. Também foram criadas as pastas com a estrutura definida da
Secao 5.1.

Figura 60 — Conformacdoes MPro. Lado esquerdo estdo 15 conformagdes mais a pose cristalografica
e a direita estdo as 6 conformacdes escolhidas, incluindo a pose cristalografica.

Conformacdes Geradas Conformacdes Escolhidas

Fonte: Autores.

Figura 61 — Conformacoes MPro — Conformacgdes trabalhadas. Apresentacdo de todas as 6
estruturas cristalograficas com as quais foram realizados os dockings com multiplos ligantes.

Crystal Conformacdo A Conformacao E

Fonte: Autores.
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Cada conjunto de seis pastas, contém os arquivos do receptor escolhido, de forma que, cada
receptor foi atracado com todos os ligantes solicitados. A Figura 60 apresenta as conformagdes da
MPro2 que foram geradas pelo processamento da metadinamica. Do lado esquerdo estdo todas as 15
conformacdes geradas, sobrepostas com a molécula cristalografica da MPro2. A direita estdo as 6
moléculas escolhidas, dentre as 6 estd a molécula cristalografica. A Figura 61 apresenta as seis
conformagdes escolhidas para se fazer os dockings.

Ap0s a criagdo do conjunto de pastas e do arquivo de configuragdo para a realizacao do docking
de multiplos ligantes, ¢ possivel iniciar o ProtCool Docking. O primeiro passo foi entdo a criagao do
arquivo de configuracdo geral. Esse arquivo, conforme visualizado na Se¢do 3.3 servird de dado de
entrada de todo o processo de docking a ser realizado.

O segundo passo do processo ¢ a criacao dos arquivos de configuragdo dos dockings que serao
realizados. E gerado um arquivo para cada docking, e todos os arquivos estio disponiveis na pasta
ligandconf. Na Figura 62 existem 3 arquivos de configuracdo gerados, um de cada uma das bases de
ligantes trabalhadas, todos com a proteina cristalografica.

A Figura 63 apresenta os pockets definidos na pesquisa, desenhados via EasyVs, em cada um dos
conformeros escolhidos.

Com esses dados, sdo realizados os dockings Vina e Smina. Para a sua execucao foi definida a
tag CPUCluster para que todas as execugdes de todas as pastas fossem realizadas ao mesmo tempo no
servidor. Foram geradas no maximo 10 poses para cada um dos ligantes existentes. Apos gerar todas
as poses, o ProtCool Docking gera os arquivos mol2 e os arquivos com os resultados dos scores
gerados.

Figura 62 — Exemplos Arquivos de Configura¢ao do Docking. Na imagem sdo apresentados trés
exemplos de arquivos de configuracao do docking, Cada um dos exemplos apresenta um ligante de
uma das bases de dados, com a estrutura cristalografica.

receptor = 00_crystal_covid-19_Mpro.pdbqt| receptor = 00_crystal_covid-19_Mpro.pdbqt |receptor = 80_crystal_covid-19_Mpro.pdbqt
ligand = ZINCO00000148660_81.pdbqt ligand = DB0O114.pdbqt ligand = sistx_13310.pdbqt
center_x = 78.5 center_x = 78.5 center_x = 78.5

center_y = 65 center_y = 65 center_y = 65

center_z = 58 center_z = 58 center_z = 58

size x = 38 size_x = 38 size_x = 38

size_y = 38 size_y = 38 size_y = 38

size_z = 38 size_z = 38 size_z = 38

num_modes = 10 num_modes = 10 num_modes = 10
energy_range = 4 energy_range = 4 energy_range = 4
exhaustiveness = 8 exhaustiveness = 8 exhaustiveness = 8

cpu = 1 cpu =1 cpu =1

Fonte: Autores.

A Tabela 4 apresenta o nimero total de poses Vina e Smina esperados e o total de fato alcangados
pelo ProtCool Docking. O niimero de poses esperadas, considerando todas as bases e todas as 6
proteinas estudadas, seria um total de 4429080 poses (Vina e Smina). Foram geradas ao todo 4427839
poses (Vina e Smina). Ou seja, 1242 poses ndo foram geradas, o que representa 0.03% do total que
deveria ter sido gerado. Ou seja, 99.97% da base teve suas poses geradas.

Marcado em verde na tabela estdo todas as situagdes que conseguiram alcancar 100% de
aproveitamento. Assim, pode-se observar que a melhor base foi a Zinc em que todas as poses foram
adequadamente geradas, tanto no Vina quanto no Smina, tendo 100% de aproveitamento. A base
SistematX conseguiu um melhor resultado no Vina do que no Smina. A base DrugBank foi a mais
problematica das 3 bases de dados. Um total de nove ligantes ndo gerou poses nem no Vina € nem no
Smina, em nenhuma das conformagdes apresentadas. Ao se verificar com maior atengdo esses ligantes,
percebeu-se que o Vina € o Smina geravam erro, acusando que o arquivo pdbqt fornecido possuia erros
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em sua estrutura. Mesmo apds nova geragao dos arquivos, o erro persistiu. Assim, foi decidido que
essas moléculas seriam consideradas nas proximas fases com valores de NA no Vina e no Smina.

Figura 63 — Pockets desenhados em cada conformacio escolhida. Nas imagens ¢ possivel visualizar
cada um dos conformeros selecionados com a caixa de docagem apresentada.

Crystal

Conformacéo A

Fonte: Autores.

Conformacao E

Tabela 4 — Numero de Poses Vina, Smina. Na tabela ¢ possivel visualizar a quantidade de poses
esperadas e geradas pelo processo (Vina e Smina). Em verde estdo assinaladas todas as bases que
obtiveram o nimero de poses esperado, para cada um dos conformeros.

Conformacao Base Niamero Niamero Poses Vina Poses Smina
Ligantes poses
esperadas
Crystal DrugBank 8752 87520 87430 87430
SistematX 8520 85200 85200 85200
Zinc 19637 196370 196370 196370
A DrugBank 8752 87520 87427 87427
SistematX 8520 85200 85143 85128
Zinc 19637 196370 196370 196370
E DrugBank 8752 87520 87425 87430
SistematX 8520 85200 85200 85200
Zinc 19637 196370 196370 196370
G DrugBank 8752 87520 87430 87430
SistematX 8520 85200 85200 85197
Zinc 19637 196370 196370 196370
H DrugBank 8752 87520 87430 87427
SistematX 8520 85200 85199 85197
Zinc 19637 196370 196370 196370
I DrugBank 8752 87520 87419 87430
SistematX 8520 85200 85200 85199
Zinc 19637 196370 196370 196370
Total 221454 2214540 2213923 2213915

Fonte: Autores.
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Apenas a titulo de exemplo, foi gerado o PDB de uma pose da DB00265 na conformacao
cristalografica para se ter uma visualizacdo de um docking realizado. Deve-se atentar que o
ProtCool Docking ndo gera o arquivo PDB com o ligante em conjunto da proteina. Ele s6 tem como
saidas os arquivos mol2 e o arquivo txt com os dados dos scores, logo, a Figura 64 nao serve para se
realizar anélise dos dados. Outros fatores foram considerados para se realizar as devidas analises e que
fogem do escopo deste trabalho.

Figura 64 — Exemplo de ligante atracado. A pose gerada com a DB00265 e a Mpro2 cristalografica.

Fonte: Autores.

O redocking, conforme descrito na Se¢do 5.1 foi realizado seguindo o mesmo padriao de
processamento. No caso do redocking se esperava um total de 3360 poses geradas, o que foi alcangado
pelo processo de redocking.

Figura 65 — Ligantes candidatos a farmaco selecionados pela pesquisa. Ao final de todas as
analises realizadas pela pesquisa, foram identificados 6 ligantes candidatos a fa&rmacos. Drugbank —
DBO03777, Zinc15 — 20617839, SistematX — 15629, 21181, 14543, 18925.

DB03777 ZINC20617839 SistematX 15629

SistematX 21181

SistematX 18925

Fonte: Autores.

105



A analise geral dos dados tanto de docking, quanto de redocking nao faziam parte do escopo do
trabalho, uma vez que essa etapa serve como uma filtragem dos dados a serem de fato analisados. A
analise dos resultados s6 foi realizada a partir da mineragao dos dados, e, s6 considerou os ligantes que
passassem dessa etapa. Assim sendo, ndo sera realizada aqui uma analise em relagdo aos scores
alcancados. Porém, apos a andlise realizada de todos os dados da pesquisa, foram indicados, no artigo
de Rocha et al. (2021) desenvolvido na pesquisa, alguns ligantes como sendo promissores como
candidatos a farmacos para a MPro2. Sao eles: Drugbank — DB03777, Zinc15 — 20617839, SistematX
— 15629, 21181, 14543, 18925. A Figura 65 apresenta os ligantes. Os ligantes aqui apresentados foram
identificados no artigo, porém, ainda ¢ necessario um estudo aprofundado desses ligantes para de fato
conseguir determinar se eles podem ser considerados candidatos a farmacos da MPro2. Observa-se
que esses ligantes possuem uma grande diversidade estrutural e farmacoforica, e a indicacdo dessa
diversidade foi o principal objetivo do artigo, que teve foco maior na estratégia de indicar novos
ligantes que nos ligantes indicados em si.

O tempo de processamento foi de aproximadamente 76 horas (cerca de 3 dias) para cada um dos
conjuntos de dados (em um servidor de 64 cores e 64 GB RAM). Totalizando para toda a pesquisa 152
horas (cerca de 6 dias) de processamento bruto. O redocking gastou menos de 1 dia para
processamento. Aqui estd se considerando apenas o tempo que o servidor ficou executando o
ProtCool Docking para geragao dos dados.

Além desse tempo, foi gasto um tempo adicional para que todas as bases fossem validadas e
checadas. Toda a parte de adequagdes do ProtCool, defini¢do da pesquisa, recebimento de dados (pdbqt
proteina e ligantes) processamento, validagdo, analises das inconsisténcias e andlises dos resultados
durou cerca de 1 més, até a entrega final dos resultados.

Para a realizacdo dessa pesquisa foi necessario a adequacao do ProtCool, para passar a realizar o
docking de multiplos ligantes, conforme foi discutido na Se¢ao 3.3. Esta adequagao foi rapida, pois ja
existiam os scripts que foram adaptados para a realizagdo de docking com multiplos ligantes. Ter o
ProtCool Dynamic foi importante neste processo de desenvolvimento.

Vale lembrar que a forma de geracdo e armazenamento dos dados e a proveniéncia de dados
realizada pela ProtCool foram responsaveis por facilitar a gestdo de mais de 4 milhdes de arquivos que
foram gerados ao longo da execugado do sistema. Como os arquivos ja haviam sido separados em pastas
distintas pelas diferentes conformacdes, a gestdo e transferéncia dos arquivos para a continuidade da
pesquisa foram importantes no processo.

Uma caracteristica importante da ProtCool que foi utilizada e precisa ser destacada ¢ a execucao
do sistema em paralelo. Isso contribuiu para que fosse utilizada toda a capacidade técnica disponivel
no servidor de escolha.

Uma outra vantagem da utiliza¢ao da ProtCool ¢ a facilidade de configuracao do ambiente para
que os docking de multiplos ligantes possam ser executados. Com a copia dos arquivos para a pasta e
a preparacao do arquivo de configuracdo, a execucao do script de controle garante a execugdao dos
multiplos docking. Esta forma de trabalho, também garante que o processo seja realizado com uma
baixa intervencao do pesquisador no processo.

A utilizagdo do ProtCool Docking possui diversas facilidades e controles que permitem a gestao
eficiente de uma pesquisa, com um protocolo conforme o especificado nesse workflow. A
ProtCool Docking esta preparada assim, para realizar dockings de multiplos ligantes, possibilitando
uma gestdo eficiente de recursos computacionais, bem como, uma efetiva gestdo de arquivos,
facilitando a realizagdo de virtual screening eficiente.

Uma grande vantagem identificada no ProtCool Docking ¢ a possibilidade de realizacao de
docking de multiplos ligantes utilizando-se duas ferramentas, com a gestao eficiente de arquivos. Além
disso, tem que se destacar que € aceito tanto o docking rigido quanto o docking flexivel, o que garante
uma maior flexibilidade da ferramenta, possibilitando um maior poder de pesquisa para o usuario do
ProtCool.
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6. Conclusoes

Neste trabalho foi desenvolvida uma ferramenta que busca a automagdo de protocolos de
preparagdo de dindmica molecular e o docking de maultiplos ligantes, chamada de ProtCool. A
preparagdo de dindmicas moleculares para complexos realizada pela ProtCool Dynamic fornecem
resultados eficientes para a preparagao de dindmica molecular, e o workflow de docking de multiplos
ligantes também alcangou excelentes resultados.

Durante o desenvolvimento do trabalho, diversos objetivos especificos foram alcangados. Os
primeiros objetivos necessarios para o desenvolvimento deste trabalho dizem respeito a modelagem e
implementagdo dos dois workflows existentes neste trabalho. O primeiro workflow € o de preparagao
de dindmicas moleculares e o segundo o de docking de multiplos ligantes. Para o desenvolvimento
desses workflows foi utilizada a metodologia descrita na Secdo 3.1. Esta metodologia prevé uma
descricdo dos workflows a partir da andlise de hipoteses e problemas de pesquisa. Essa metodologia ¢
interessante pois garante que os problemas de pesquisa podem gerar novos workflows e protocolos de
pesquisa, possibilitando a geracdo de workflows cientificos eficientes para aquele conjunto de
problemas e hipoteses.

Apo6s a modelagem dos workflows, outro objetivo € o de desenvolvimento dos scripts para que o
workflow pudesse ser executado. Os scripts devem possuir caracteristicas importantes para que o
sistema seja considerado um workflow e estas caracteristicas foram alcangadas no desenvolvimento
deste trabalho. Estas caracteristicas sdo: utilizacdo de processamento paralelo; possibilidade de
execugdo de partes do workflow; capacidade de recomecar o workflow de um determinado passo;
armazenamento e controle dos arquivos gerados ao longo do processo (proveniéncia de dados);
capacidade de automatizagdo do processo; possibilidade de se utilizar outras ferramentas que ndo as
descritas no protocolo sugerido; capacidade de configuragdo do ambiente de forma a garantir uma
maior gama de possibilidades para o pesquisador; possibilidade de inser¢ao de novas ferramentas no
workflow.

Além destes pontos apresentados, outro objetivo da pesquisa que foi alcangcado foi a
reprodutibilidade do protocolo, no sentido de registrar ¢ documentar todas as etapas do processo. Essa
reprodutibilidade ¢ alcangada com a utilizagdo do arquivo de configuragdo. Além dessa
reprodutibilidade, também foi alcancada a reprodutibilidade de codigo. Durante o experimento foi
possivel utilizar scripts da ProtCool Dynamic para geragao da ProtCool Docking.

O ProtCool também ¢ responsavel por realizar o gerenciamento de informagdes € por manter o
registro dos processos e protocolos utilizados durante a pesquisa. Com o ProtCool, o gerenciamento
dos arquivos de pesquisa ¢ realizado facilmente pelo pesquisador, sendo permitido o acesso a qualquer
arquivo gerado, bastando acessar a pasta de armazenamento.

Outro fator importante da ProtCool ¢ a possibilidade de preparagdo de dindmicas moleculares
por pesquisadores que ndo possuem uma facilidade de utilizacdo de computadores. Como a ProtCool
possui um instalador que configura todos os sistemas necessarios, e, possui uma interface grafica que
possibilita a geragdao dos arquivos de configuracao, isso facilita a geracao dos arquivos de preparacao
da simulagdo de dindmicas moleculares. A configuracdo de todos os sistemas, além da
incompatibilidade de formatos de arquivos e a propria utilizagdo de sistemas computacionais sao
obstaculos que muitos pesquisadores podem possuir e a ProtCool acaba por facilitar este trabalho.

A automatizag¢ao do processo de preparacdo das simulagdes de dinamicas moleculares garante
que elementos importantes do ambiente quimico/bioquimico (aguas, pontes dissulfetos, for¢a idnica,
dentre outros) sejam levados em consideracdo sem a necessidade de calculos e interferéncias do
pesquisador.

Um ponto forte da ProtCool ¢ a existéncia de duas ferramentas de docking. Isso possibilita que
o pesquisador possa fazer a escolha entre uma delas, ou fazer um estudo mais abrangente, de forma a
comparar o resultado fornecido pelas duas ferramentas. Além disso, a forma como o sistema foi
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desenvolvido permite que novas ferramentas sejam implementadas, ampliando as possibilidades do
pesquisador.

A capacidade que a ferramenta fornece de possibilitar que uma atividade seja refeita, sem a
necessidade de nova execugdo de todos os scripts também ¢ uma caracteristica importante da ProtCool.
Com este tipo de funcionalidade o pesquisador pode fazer a execucdo passo a passo, validando os
resultados antes de dar prosseguimento a execugdo da preparagao da dindmica molecular. Isso também
garante a possibilidade de usar ferramentas que nao estdo presentes no workflow.

O desenvolvimento dos scripts em paralelo garante que todos os recursos computacionais sejam
utilizados, de forma a diminuir o tempo de processamento do sistema.

Com relagao a metodologia utilizada pelo pesquisador quando estiver utilizando a ProtCool, ¢
importante destacar que ela pode ser facilmente reproduzida e, além disso, pode ser facilmente descrita
pelo pesquisador. Todas as informagdes sdo retiradas do arquivo de configuracao gerado para execucao
da ProtCool e dos arquivos de log gerados ao longo do processo de preparagao.

Também deve ser considerado que pesquisadores novatos conseguem fazer a preparagao de
dindmicas moleculares com a utilizagao da ProtCool, uma vez que ndo ¢ necessario a utilizagao de
diversas ferramentas ao longo do processo, o que facilita a execucao do sistema.

O maior beneficio observado, no entanto, ¢ a facilidade de trabalhar com multiplos ligantes. Ou
seja, a partir de um unico protocolo definido, pode-se, em uma rodada Unica, preparar inumeros
ligantes. O sistema organiza estes ligantes separando todos os arquivos gerados em pastas,
possibilitando um controle de tudo o que foi realizado. Com o avanco computacional, cada vez serd
exigido em pesquisas de dindmicas moleculares sejam realizadas com um niimero maior de ligantes e
com uma estatistica de execu¢do cada vez maior. A ProtCool Dynamic esta preparada para esse
contexto que se apresenta. E importante destacar que a ProtCool foi desenvolvida considerando o
processamento paralelo, ou seja, quanto maior for o nimero de ligantes, maior podera ser a capacidade
de processamento das maquinas, possibilitando que todo o processo seja realizado rapidamente.

Isso também foi verificado com o ProtCool Docking. A diferenca ¢ que docking de multiplos
ligantes ja ¢ uma realidade que se apresenta. Assim, esta ferramenta j& estd preparada para a gestao
eficiente de multiplos arquivos.

O estudo de caso com a Acetilcolinesterase Humana, mostrou que a preparacao das moléculas
foi realizada conforme Rocha (2017) e que isso ocorreu considerando multiplos ligantes (4 ligantes).
Além disso, pelos resultados da dindmica pode-se verificar que eles foram simulares aos alcangados
por Rocha (2017). Tanto os docking como os RMSD de cada ligante foram condizentes visualmente e
quantitativamente, apresentando as mesmas ordens de grandeza com o trabalho apresentado por Rocha
(2017). Nao foi objetivo deste trabalho fazer uma analise estatistica pormenorizada desses resultados,
uma vez que isso exigiria um maior numero de amostragens, o que demandaria elevado custo
computacional. Além do que, a intengdo foi sempre de indicar a adequagdo dos protocolos, € ndo a
validagao estatisticos dos resultados.

Quanto ao docking de multiplos ligantes, as docagens realizadas com a MPro do SARS-CoV-2
obtiveram 99% de todas as poses esperadas, mostrando que o processo de docking foi realizado
conforme os protocolos definidos na ferramenta. As andlises detalhadas das poses, ainda em
andamento, fardo parte de um segundo artigo em preparagao.

Como trabalhos futuros se pretende:

1. Melhorar os scripts ja existentes de forma a garantir que as muitas opgdes das diversas
ferramentas utilizadas estejam disponiveis para o pesquisador;
1.  Aumentar a quantidade de ferramentas existentes no workflow, de forma a possibilitar
que novas ferramentas estejam disponiveis ao pesquisador;
1ii.  Melhorar a interface gratica de cadastro do arquivo de configuragao, possibilitando que
o pesquisador faga escolhas mais adequadas. Possibilitar que a partir da interface do
sistema, o pesquisador possa avaliar as moléculas que estdo sendo utilizadas, de forma a
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trazer maior rapidez no preenchimento do arquivo de configuragao. Exemplo disso, ¢
disponibilizar na propria ferramenta a parte de escolha de pocket de docagem, conforme
ocorre na EasyVS;

iv.  Desenvolver novos workflows que possibilitem, a partir de dindmicas moleculares
prontas, os dados para andlises possam ser recuperados. Assim, seria possivel uma
entrega para o pesquisador nao s6 dos dados para simulagdo prontos, mas todo um
processo automatizado das principais andlises, possibilitando ainda maior rapidez no
processo de geracao de pesquisas.

Finalmente, ¢ possivel destacar que este trabalho conseguiu trazer uma melhora na gestao de
experimentos e de laboratorios, o que configura uma das qualidades destacadas de workflows
cientificos, fazendo com que pesquisas com maior qualidade possam ser realizadas. Além disso, a
possibilidade de reprodutibilidade dos protocolos de ancoragem e simulagdes de dinamica molecular
dos complexos, pelo registro detalhado de cada etapa do processo, constitui uma das principais
contribuicdes desta tese para a quimica computacional e a quimioinformatica.
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