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RESUMO

A pandemia de COVID-19 evidenciou a alta demanda por sistemas computacionais que
acelerem a indicacdo de novos farmacos. Nesse sentido, compreender 0 comportamento
dindmico de complexos biomoleculares é algo fundamental. As técnicas que envolvem
simulacdes de dindmica molecular desses complexos vém sendo crescentemente
utilizadas como forma de agilizar a indicacdo de melhores candidatos & farmacos. No
entanto, a preparacdo de tais simulacGes € de grande complexidade, e seus iniUmeros
detalnes nem sempre sdo suficientemente destacados, comprometendo sua
reprodutibilidade e reusabilidade. Para tanto, foi proposta a ferramenta ProtCool — um
gerador de protocolos, focado na integracdo entre ancoragem e dindmica molecular de
complexos proteina-ligantes. Em sua primeira versao, essa ferramenta era de uso restrito
ao ambiente local do usuario. Este trabalho apresenta a versdo 2.0 do ProtCool,
desenvolvida sob um modelo cliente-servidor com interface WEB. O objetivo € preencher
as lacunas deixadas pela versdo anterior, aprimorando o software em trés aspectos
fundamentais: torna-lo multiplataforma, possibilitar 0 acesso a multiplos usuarios e tornar
a ferramenta mais intuitiva. O desenvolvimento de uma interface amigavel permite que
essa nova versao expanda o dominio de uso também para pesquisadores inexperientes ou
novatos em quimica computacional. O ProtCool 2.0 ndo executa as dinidmicas apos
preparacao nem opera analises dos resultados, ele € construido para ser um expert na
preparacdo baseado em workflows, percorrendo o workflow que lhe foi programado,
gerando todos os arquivos de configuracdo necessarios para uma execucao confidvel da
dindmica molecular no aparato computacional do usuério. Como todo o processo fica
devidamente registrado, isso permite maior reprodutibilidade e reusabilidade das
preparacdes. Boa parte de suas funcionalidades estdo fundamentadas na adaptagdo das
ferramentas mais conhecidas pela literatura no campo de simulagdes de dinamica
molecular. O ProtCool 2.0 foi desenvolvido utilizando as melhores praticas e processos
de engenharia de software. Sua arquitetura cliente-servidor implementada sob o padrao
web permite que ele seja multiplataforma e multiusuério, caracteristica que traz ganhos
em disponibilidade e desempenho. Ele possui uma interface grafica minimalista que
oferece recursos interativos que concedem seguranga ao usudrio para o correto
preenchimento de seus parametros de estudo, evitando erros. Para demostrar seu uso, o
ProtCool 2.0 foi submetido a um estudo de caso na simulagdo da interagdo entre
acetilcolinesterase e galantamina, usada no tratamento do Alzheimer, o que possibilitou
uma validagdo por replicacdo de uma simulacao certificada por pares em publicagdao
internacional. Foi possivel demonstrar ao final que a preparacdo da simulagdo de fato
permitiu a execucao de dindmicas moleculares confidveis, reproduzindo os resultados
esperados. Espera-se que esta ferramenta possa ndo somente trazer maior agilidade,
reprodutibilidade e reusabilidade as preparacdes de dindmica molecular, como contribuir
para suavizar a curva de aprendizagem dessas simulagcdes em quimica computacional.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has made it clear the high demand for computational systems
that expedite the discovery of new drugs. In this regard, understanding the dynamic
behavior of biomolecular complexes is crucial. Techniques involving molecular
dynamics simulations of these complexes have increasingly been used to accelerate the
identification of better drug candidates. However, the preparation of such simulations is
highly complex, and their numerous details are not always adequately emphasized,
compromising their reproducibility and reusability. To address this, the ProtCool tool was
proposed—a protocol generator focused on integrating docking and molecular dynamics
of protein-ligand complexes. In its initial version, this tool was restricted to the user's
local environment. This work presents version 2.0 of ProtCool, developed under a client-
server model with a web interface. The aim is to fill the gaps left by the previous version,
enhancing the software in three fundamental aspects: making it multi-platform, enabling
access to multiple users, and making the tool more intuitive. The development of a user-
friendly interface allows this new version to expand its scope of use to inexperienced or
novice researchers in computational chemistry. ProtCool 2.0 does not execute the
dynamics or perform result analyses; it is designed to be an expert in preparation based
on workflows, following the programmed workflow and generating all the necessary
configuration files for reliable execution of molecular dynamics on the user's
computational setup. With the entire process being properly recorded, this allows for
greater reproducibility and reusability of the preparations. Many of its functionalities are
based on the adaptation of well-known tools from the literature in the field of molecular
dynamics simulations. ProtCool 2.0 was developed using best practices and software
engineering processes. Its client-server architecture implemented under the web standard
enables it to be cross-platform and multi-user, providing benefits in availability and
performance. It features a minimalist graphical interface with interactive resources that
ensure user safety in correctly filling out their study parameters, thus preventing errors.
To demonstrate its use, ProtCool 2.0 underwent a case study on the simulation of the
interaction between acetylcholinesterase and galantamine, used in the treatment of
Alzheimer's disease, which allowed for validation through replication of a simulation
certified by peers in an international publication. The preparation of the simulation
successfully enabled the execution of reliable molecular dynamics, reproducing the
expected results. It is expected that this tool will not only bring greater speed,
reproducibility, and reusability to molecular dynamics preparations but also contribute to
smoothing the learning curve for these simulations in computational chemistry.
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1 INTRODUGCAO

Desde as primeiras simula¢fes com intuito de estudar o comportamento dindmico de proteina
globular realizado por (MCCAMMON, 1977), ja se sabia que o comportamento real dos atomos e
suas principais particulas eram regidos pelas leis da quimica quéntica. Porém, devido a sua alta
complexidade, principalmente dos sistemas multidtomo, observou-se que o tratamento desses
sistemas, incluindo os sistemas bioldgicos, sdo extremamente dificeis de se resolver
computacionalmente.

Entretanto, uma alternativa seria a possibilidade de aproximar as interacbes quanticas
utilizando campos de forca. Os campos de forca sdo combinagBes de férmulas matematicas e
parametros associados usados para descrever a energia da proteina em funcao de suas coordenadas
atdbmicas, bem como uma combinacdo de van der Waals, ligac6es de hidrogénio e for¢as Couldmbicas
para interac6es ndo covalentes (GUVENCH, 2008). Para compor um ambiente realista e convincente
de comportamentos dindmicos, faz-se necessario ainda que o modelo computacional proposto
obedeca as leis de movimento de Newton e da termodindmica de Boltzmann (BRINI, 2020).

De posse dessas informacdes, Karplus et al em um feito historico concedeu movimento
realista a centenas de atomos de BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) em aproximadamente 1
dizia de picos (picossegundos) de tempo de simulacdo (MCCAMMON, 1977). Atualmente, com a
evolucdo da quimica computacional e da supercomputacao € possivel realizar simulacdes fidedignas
de milhdes de atomos em escalas de micro ou milissegundos contemplando proteinas inteiras ou
grandes complexos proteicos em solventes explicitos ou embutidos em bicamadas lipidicas (BRINI,
2020).

Se por um lado os enormes avangos da quimica computacional, em teorias, algoritmos e
hardware, resultaram numa maior abrangéncia, eficiéncia e acuracia dos sistemas simulados, por
outro lado, o planejamento, preparacédo, execucao, analise e reproducdo de tais simulacdes tornaram-
se bem mais complexos (Purawat et al, 2017). As dificuldades advém principalmente dos inimeros
detalhes, pardmetros e passos exigidos pelos protocolos de simulagdo, quase sempre
insuficientemente relatados na metodologia dos artigos publicados. Tudo isso contribui para tornar
mais tortuosa e ingreme a curva de aprendizagem das técnicas e experimentos utilizados em
simulagdes de dinamica molecular.

Essas dificuldades afetam especialmente a reprodutibilidade dos experimentos. A

reprodutibilidade na computacdo entre outras areas consiste em obter resultados validos usando a
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mesma fonte de entrada de dados, passos computacionais, métodos e cddigos para 0 mesmo ambiente
de analise (National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine and others, 2019).

Atualmente, a execucdo dos procedimentos geralmente é feita por meio de scripts que
necessitam por diversas vezes serem operados manualmente tornando o processo arduo e dificil de
entender, principalmente por aqueles que nao participaram de suas implementacdes e uso. Dessa
forma, lidar com particularidades computacionais como: parametros de sistemas operacionais,
compiladores, bibliotecas e suas dependéncias exige do usuario um alto nivel de conhecimento prévio
e técnico que foge dos limites de sua area de atuacdo se tornando, portanto, uma grande barreira a
viabilidade da pesquisa. Além disso, existe falta de detalhes padronizados de como os fluxos de
trabalho sdo testados, selecionados, executados, a sequéncia exigida, numero de repeticbes e
combinacdes de parametros (PURAWAT, 2017). E percebido que mesmo os proprios autores podem
se confundir sob esse emaranhado de detalhes e parametros exigidos. Consequentemente, ocorre a
perda da habilidade de conseguirem reproduzir seus proprios experimentos devida a falta de
padronizacdo e ndo possuir um método amigavel e intuitivo, sem contar com poucos detalhes nas
documentaces disponibilizadas.

Um aspecto importante que deve ser considerado é que todo o complexo processo de
preparacdo das simulacdes pode se tornar bem desafiante, principalmente para pesquisadores
inexperientes e iniciantes. Lidar com programacao, processos e ferramentas especialistas requerida
por boa parte das simulacBes de dindmicas moleculares ndo é uma tarefa trivial. Além do mais, o0s
protocolos de dindmicas moleculares ndo sdo simples do ponto de vista da sua curva de aprendizado,
no qual exige do pesquisador anos de dedicacdo para dominar todos os detalhes envolvidos, relacfes
e conceitos.

Nesse sentido, enquanto alguns pesquisadores iniciantes podem ser desencorajados a aprender
MD (Molecular Dynamic), outros por sua vez tornam-se impacientes e temerarios em subestimar as
dificuldades inerentes ao processo e comentem erros que nem sempre sdo detectados de maneira
simples. Grande parte dessas constatacdes sdo observadas a partir de nossa experiéncia profissional
trabalhando com simula¢6es em MD ha mais de 10 anos e por meio de troca de informagdes com
outros pesquisadores desta area.

Com intuito de amenizar o problema, percebe-se que ferramentas computacionais intuitivas
que simulam ambientes reais facilitam o estudo da quimica em biologia (TATLI, 2010). A utilizagdo
e o0 desenvolvimento de softwares computacionais na educacao tém se tornado cada vez mais comuns

como forma de tornar o conhecimento mais acessivel aos estudantes, isso gracas a grande
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interatividade que os recursos de multimidia proporcionam. As pesquisas que envolvem a
implantagdo de softwares que auxiliam o ensino de quimica e biologia ttm mostrado que uma grande
quantidade de alunos fica mais interessado e satisfeita com seu aprendizado com essas inovagoes
(PENG, 2019).

A atual pandemia de COVID-19 aumentou a demanda por sistemas que simplifiquem,
agilizem e facilitem a complexidade desses processos, sem perder a confiabilidade (PARKS, 2020).
Ela ajudou aumentar ainda mais o interesse por ferramentas e softwares para o ensino, dado que boa
parte da educacdo mundial precisou migrar para 0 ensino remoto como sua unica condi¢cdo. O
resultado foi uma repentina transicdo do modelo presencial para os encontros on-line, realizados pela
internet por meio do uso de aplicativos de comunicagdo (TIGAA, 2020). Existem vérios softwares
que possuem o objetivo de quebrar as barreiras no ensino da quimica e biologia, no qual possuem
funcionalidades generalistas com foco principal em interatividade para alunos de ensino médio e
fundamental (POLIK, 2022).

Com a dupla intencéo de facilitar o preparo das simulagdes para pesquisadores experimentes
e agregar ainda mais a gama de ferramentas que auxiliam o ensino, criamos o ProtCool 2.0, um
gerador de protocolo amigavel para simulacdes MD classicas de complexos proteina-ligante, com
compatibilidade testada e validada para NAMD 2.11 (PHILLIPS, 2007). O foco principal é
possibilitar pesquisas e estudos na integracdao do docking molecular com o MD classico, campos que
possuem alto impacto no processo de descoberta de farmacos (PARKS, 2020). Entretanto, ndo
executa MD nem gera analises estatisticas. Essas tarefas sdo de responsabilidade do usuério de acordo
com sua conveniéncia e infraestrutura computacional.

Assim, na atual versdo, o ProtCool 2.0 ndo é uma suite completa de simulagdes moleculares.
Sua palavra-chave é preparacdo: percorre todas as etapas de preparacdo, gerando 0S arquivos
necessarios para uma execucdo adequada da MD. Cada etapa registra um log detalhado para que o
pesquisador possa verificar a consisténcia de todas as preparacdes parciais. 1sso da aos pesquisadores
agilidade e flexibilidade para executar simulacGes confidveis com adaptacdes minimas por conta
propria.

Uma vez preparados, executados, validados e salvos os fluxos de trabalho, todo o processo é
devidamente registrado no ProtCool 2.0. Dessa forma, implica em reprodutibilidade, pois a simulagéo
pode ser perfeitamente reexecutada por qualquer outro grupo de pesquisa, bastando compartilhar os
arquivos necessarios. Também implica em reutilizacdo, ja que adaptar protocolos antigos a outro

conjunto de ligantes e alvos é uma tarefa relativamente simples de implementar com o ProtCool 2.0.
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Como parte das estratégias de engenharia de software, o ProtCool foi intencionalmente
projetado para ter um escopo inicial menor (mas bem-feito) para crescer de forma consistente. Nesse
sentido, ha um namero limitado de opg¢des prontas para uso em cada etapa dos fluxos de trabalho,
mas sdo as escolhas mais comuns nos protocolos de MD.

Desde sua primeira versao publicada no trabalho de (GUEDES, 2021), o ProtCool passou por
diversas atualizacOes e melhorias. Na versdo anterior o objetivo inicial era oferecer um workflow
automatizado visando a unificacao de varias ferramentas na execucao de todo o processo (GUEDES,
2021). A estrutura do ProtCool foi projetada para conter varios softwares instalados na maquina do
pesquisador. Por meio de scripts obedecendo um workflow proposto, dispara sequencialmente todas
as tarefas e etapas exigidas no processamento para preparagdo da MD. Assim sendo, a entrada dos
dados era realizada por preenchimento manual de arquivo “txt” de forma criteriosa, ¢ apds o
preenchimento eram executados scripts diversos de busca de arquivos PDB em comunicagdo com
API 's externas. Também realizava tratamentos de arquivos e execucdo dos softwares especialistas
para cada etapa. Para facilitar a entrada de dados, foi criada uma interface preliminar, que basicamente
apresentava um formulario web preenchendo os campos exigidos. Porém, essa versdo deixava a
desejar nos elementos de interatividade e dinamismo tdo necessarios nos aspectos de usabilidade.
OperacOes mais avancadas de execuc¢do, aconteciam diretamente por meio de consoles, 0 que exigia
do pesquisador conhecimento prévio no uso do sistema operacional.

Outra questdo que se pode destacar é referente a infraestrutura, conforme dito anteriormente,
o ProtCool era um pacote de varios softwares especialistas gerenciados por um workflow por meio
de scripts que eram instalados na méaquina dos pesquisadores. A grande desvantagem dessa
arquitetura é que toda responsabilidade do processamento e do hardware em questdo fica com o
usuario. Com isso, toda a escalabilidade, ajustes, atualizacGes e manutencdes se tornam dificeis ou
invidveis. Os conceitos de reprodutibilidade também séo afetados, pois experiéncias executadas em
um computador podem gerar resultados distintos se executados em outro computador partindo dos
mesmos dados de entrada, devido alguns detalhes de ambientes diferentes. Entretanto, o ProtCool
alcangou sucesso em sua proposta inicial, principalmente quanto a criacdo da estrutura de workflows
para preparacdo em MD, no qual foi totalmente mantida por se tratar do nucleo do sistema, com
pequenas atualizaces.

Na versdo atualizada, apresentada neste trabalho, o ProtCool 2.0 busca atender 3 questdes
fundamentais: ser multiusuario, multiplataforma e oferecer melhor usabilidade. Multiusuario porque

toda sua estrutura foi migrada para o padrdo web rodando sob a arquitetura client-server (BERSON,
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1996). Ou seja, o pesquisador ndo precisa instalar mais nada em sua maquina, basta apenas acessar
um endereco na internet e imediatamente comegar sua pesquisa. Dessa forma, mitigamos a questao
de manutencdo e reprodutibilidade, no qual todas as atualizagdes da ferramenta sdo percebidas por
todos os usuarios no mesmo instante. Multiplataforma porque seu desenvolvimento segue o padrédo
web de responsividade, o pesquisador pode acessar o ProtCool 2.0 de qualquer dispositivo conectado
a internet e que possua um navegador. A responsividade permite utilizar a ferramenta com minimos
impacto no seu uso, independentemente do dispositivo. Usabilidade porque a interface de
preenchimento de parametros para a preparacdo da MD foi construida para ser minimalista, versatil
e interativa. Ela conversa com o pesquisador com intuito de ndo permitir que campos essenciais
possam ser preenchidos de forma errada, ou que campos importantes possam estar vazios, garantindo
ao backend informagdes previamente checadas e validadas. A usabilidade garante ao usuario, mesmo
aos iniciantes, seguranca e conformidade para reproduzir sua pesquisa, evitando perda de tempo
desnecessaria com execucdo de comandos de sistema operacional entre outras questdes,
consequentemente permitindo agilidade e foco total no objeto de pesquisa.

Como estudo de caso de uso do ProtCool 2.0, € mostrada a preparacdo de um protocolo de
ancoragem e dindmica molecular para o complexo envolvendo a proteina acetilcolinesterase (4EY6)
com o ligante galantamina (GNT), utilizado no tratamento do Alzheimer (Rocha, 2017). A
galantamina liga-se a acetilcolinesterase, inibindo sua ac&o e elevando os niveis do neurotransmissor
acetilcolina no cérebro, com efeitos positivos na capacidade cognitiva e de memaoria em pacientes
com Alzheimer. Em (Rocha, 2017), foi feito uma simulacdo de dindmica molecular desse complexo,
cuja etapa preparatéria envolveu scripts ad hoc dos proprios autores do artigo que culminaram num
complexo protocolo de 21 passos. Serd demonstrado como montar esse mesmo workflow utilizando

o ProtCool.

1.1 ESTRUTURA DO TRABALHO

Esta dissertacdo de mestrado esta organizada em seis capitulos. Além do capitulo 1 que compde esta

introducdo, tem-se:

e O Capitulo 2: apresenta os objetivos de trabalho.
e O Capitulo 3: uma revisao de literatura sobre o tema abordado.

e O Capitulo 4: sdo apresentadas as metodologias e métodos aplicados na conducao da pesquisa.
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e O Capitulo 5: descreve o estudo de caso envolvendo o complexo acetilcolinesterase e
galantamina.

e Capitulo 6: apresenta conclusdo e estudos futuros.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar uma arquitetura cliente/servidor com frontend web para o ProtCool,

um gerador de protocolos de simulagdes de dindmica molecular em complexos proteina-ligante

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adequar o backend da 12 versdo para uma arquitetura cliente/servidor.
Montar e configurar um servidor backend web.
Projetar e implementar uma interface frontend web.

Promover a integracdo frontend e backend.

A A

Testar e validar a nova arquitetura, com um estudo de caso envolvendo a acetilcolinesterase

e a galantamina.

3 REVISAO DA LITERATURA

Simulagdes de dinamica molecular tém um profundo impacto na biologia celular molecular e
na biomedicina. Ela perpassa por questdes que envolvem desde as propriedades fisicas e quimicas ao
desenvolvimento de farmacos até a fabricacdo de novos biomateriais e criacdo de fontes de energia
renovaveis de base bioldgica. Assim sendo, ela é fundamental para o melhor entendimento de
organismos vivos sendo uma das principais ferramentas de pesquisa para atacar problemas
biomoleculares (PERILLA, 2015).

Utilizando recursos computacionais é possivel realizar a simulacdo das interacbes e
comportamentos das dindmicas de moléculas em nivel atdmico. Portanto, torna-se uma ferramenta
computacional poderosa para ser usada em estudos que complementam as analises experimentais de
bancada in vitro e in vivo (ARANDA-GARCIA, 2022).

Tem como objetivo principal investigar o amplo espectro de fenémenos que inclui o
enovelamento de proteinas, desenvolvimento de farmacos e propriedades de materiais bioldgicos
(SALO-AHEN, 2020) (ALDER, 1959).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwitw97fgs_9AhW1CtQKHY9wCdUQFnoECAkQAQ&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FEnovelamento_de_prote%25C3%25ADnas&usg=AOvVaw3HTnFtoXq3x2jFDpTR2Zxc
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Uma das principais vantagens das simulacées em MD é sua habilidade de oferecer detalhes
atbmicos que ndo sdo acessiveis por técnicas experimentais. A simulacdo pode revelar os mecanismos
moleculares principais que governam o comportamento bioquimico, e oferecer percepgdes nas
relacdes das estruturas. Além disso, as simulacdes em MD permitem aos pesquisadores explorar as
propriedades em condicOes estritas que sdo dificeis ou impossiveis de alcangar experimentalmente
(RAPAPORT, 2004).

Portanto, simulacfes em MD sdo uma ferramenta valiosa para estudo de comportamentos
moleculares que tém contribuido bastante no entendimento de um largo espectro de fenémenos (Brini
& Dill, 2020). Com o poder computacional em continuo crescimento, o escopo e a eficiéncia das
simulagGes em MD tendem a expandir ainda mais, trazendo novas oportunidades e possibilidades em
descobertas cientificas.

3.1 SOFTWARES DE DINAMICAS MOLECULARES

Como dito anteriormente, os softwares de simulacdo de dinamicas moleculares sao
largamente utilizados no campo da computacdo e quimica para simular os comportamentos de
moléculas em nivel atbmico.

H& um vasto escopo de softwares de simula¢fes de MD disponiveis, em que cada um possui
suas préprias caracteristicas, vantagens e limitacdes. Alguns dos mais populares e conhecidos pacotes
de software, temos: GROMACS, AMBER, NAMD, CHARMM e LAMMPS.

-  GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations) é um pacote de software
largamente usado em simulagdes de MD muito conhecido por sua velocidade e escalabilidade.
Ele é particularmente adequado para simulacGes em larga escala de biomoléculas e tem sido
usado de forma abrangente em diversas aplicacdes, que inclui o enovelamento de proteinas e

desenvolvimento de farmacos (HESS, 2008).

- AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) é outro pacote de software de
simulacdo de MD que é muito usado. Ele é conhecido principalmente por sua acurécia
preditiva e flexibilidade. Tem sido utilizado em varias aplicac6es e estudos que envolvendo

complexos proteinas-ligantes (CASE, 2005).
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- NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics) € um pacote de software desenvolvido
especificamente para simulagfes de grandes sistemas biomoleculares. Sua principal
caracteristica é sua escalabilidade e performance em arquiteturas de computagao paralela, ele
tem sido usado em boa parte das ferramentas e aplicacfes para estudos de membranas de
proteinas e canais de ions (PHILLIPS, 2007).

- CHARMM (Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) este sistema foi desenvolvido na
Universidade de Harvard. Conhecido também por ter boa capacidade preditiva e versatilidade.
Também inclui funcionalidades referentes as interacGes proteinas-proteinas (BROOKS,
1983).

- LAMMPS (Large-scale Atomic/Molecular Massively Parallel Simulator) é um pacote de
software de simulacbes de MD desenvolvido pela Sandia National Laboratories. Possui
versatilidade e alta performance na utilizacdo de arquitetura de computagao paralela. Como
sua principal utilizacdo destaca-se os estudos de polimeros, ciéncias de materiais e quimica
de superficie (PLIMPTON, 1995).

Portanto, os softwares de simulages de dindmicas moleculares desempenham um papel
crucial no campo da quimica computacional e por meio deles varios pesquisadores estdo aptos a
escolher entre as op¢des que mais lhe agradam e melhor atendem no objetivo de pesquisa. Outro fator,
é que geralmente todos os pacotes de software sdo livres ou de codigo-fonte aberto, o que permite
que possam ser adaptados e até mesmo serem evoluidos por diversos pesquisadores. Atualmente, ha
uma gama de softwares que derivam desses, oferecendo mais velocidade, capacidade preditiva e
robustez, contemplando diversas funcionalidades que auxiliam ainda mais os pesquisadores, tais
como facilidade no uso, interfaces graficas intuitivas, adequacdo do seu uso em supercomputadores,

clusters de maquinas, computacdo distribuida, etc. (GALEAZZI, 2009).

3.2 EVOLUCAO DOS SOFTWARES DE SIMULACOES DE MD

Ao realizar a revisdo da literatura, com o intuito de encontrar ferramentas similares ao
ProtCool 2.0, ndo foi encontrada nenhuma com mesma generalidade de escopo. Porém, encontrou-se
diversas ferramentas que de alguma forma buscam o mesmo objetivo, que é desenvolver e evoluir

ferramentas em MD com foco em facilidade, intuitividade e economicidade nos processos que
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envolvem MD. E notdrio que mesmo que as ferramentas encontradas ndo cubram o mesmo escopo
do ProtCool 2.0, percebe-se que hd muitas interse¢des de funcionalidades com varias delas. A seguir
é apresentado algumas ferramentas relevantes encontradas na literatura que possuem proposito

similar ao ProtCool 2.0.

3.2.1 MDAnalysis

O MDAnalysis (http://mdanalysis.org) € uma biblioteca que foi desenvolvida para realizar
andlises estruturais e temporais de trajetdrias dindmica molecular e de estrutura de proteinas
individuais (GOWERS, 2016). Teve seu inicio inspirado pelo MDTools para Python e MMTK
(HINSEN, 2000). Geralmente as simulacGes sdo realizadas utilizando de pacotes de software
altamente otimizados para serem executados em computadores de alto desempenho. Entretanto, um
problema encontrado nessa opcéo é a falta de padronizacdo em que a maioria dos cddigos gerados

possuem seus préoprios formatos, ndo alcangcando a universalidade de uso na comunidade.

In [1]: import nglview as nv
import MDAnalysis as mda
from MDAnalysisTests.datafiles import PSF, DCD

In [2]: u = mda.Universe(PSF, DCD)
protein = w.select_atoms('protein')
In [4]: w = nv.show_mdanalysis (protein

Figura 1. Exemplo de execugdo do MDAnalysis
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A fim de abordar esse problema o MDAnalysis foi criado com objetivo de abstrair o0 acesso
aos dados brutos da simulacdo e apresentar uma interface Python orientada a objeto uniforme para
facilitar a vida do usuario. Isso permite que os usuarios ganhem agilidade no desenvolvimento por
meio de cddigos portateis e funcionais, podendo ser usados por todas as comunidades de simulacédo
biomolecular como base de seus projetos. Ela apresenta uma interface de usuario com design modular
que permite trabalhar muito bem com scripts e workflows. Além disso, sua dindmica e interatividade
permite usufruir da prototipacdo utilizando ferramentas como iPython/Jupyter Notebook, possui
interacdo com a biblioteca nglview que fornece visualizacdo molecular e com Pandas para trabalhar
com analise de séries temporais.

Por ser escrito em Python e Cython também usa vetores NumPy que sdo largamente
conhecidos pela comunidade cientifica, essas caracteristicas permitem que a biblioteca sirva de base

para outras ferramentas sendo regida pela GNU General Public License v2.
3.2.2 gRINN

O gRINN é uma ferramenta que visa identificar as interacdes entre os residuos de aminoacidos
individuais e o papel desempenhado por cada um deles no contexto das simula¢bes de dinamica
molecular (SERCINOGLU, 2018). Ela possui tanto uma interface grafica como linha de comando.
Realiza a geracdo e andlise de energias de interacdo de emparelhamento de residuos e correlagGes de
energia de trajetorias em simulacdes de MD. O gRINN suporta trajetorias em simulacfes geradas
pelo software GROMACS (VAN DER SPOEL, 2005), NAMD (NELSON, 1986) ou CHARMM
(BROOKS, 1983). As tarefas sdo executadas por scripts por meio de workflows simplificando
bastante o trabalho para o usuério final, com exposic¢éo limitada pelos passos do sistema. Os célculos
de energia de interacdo de residuos sdo completamente automatizados utilizando os softwares acima,
permitindo que pesquisadores mantenham o foco em sua pesquisa. Além disso, ele pode computar
correlacdes entre as séries de energia de interacdo também.

O gRINN ¢é designado para analise pds-simulagdo, ele é direcionado a usuarios que ja
concluiram uma simulacdo MD de uma proteina usando NAMD ou GROMACS. Portanto, NAMD
ou GROMACS devem ser pré-instalados no sistema como pré-requisito.

Sua GUI possui um visualizador molecular embutido, em que fornece a visualizagao de séries
temporais de energia de interacdo, distribuicdes, uma matriz de energia de interacdo, correlagdes de
energia de interagdo e uma matriz de correlacdo de residuos. Ele também oferece construcéo e analise

de Rede de Energia Proteica, fornecendo métricas baseadas em residuos, como graus, centralidades
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intermedidarias, centralidades de proximidade, bem como analise de caminho mais curto. O gRINN
foi desenvolvido na linguagem de programacéo Python (versdo 2.7) sendo gratuito e aberto a todos
os usuarios sem necessidade de login (SERCINOGLU, 2018).

v gRINN: Get Residue Interaction Energies =i
FresssshnsssnsNe REasaREREsARESESRNeRRaSEREREARRRE . "
Load sample NAMD data and settings Load sample GMX data and settings

Browse for PDB/TPR File g RI N N
Browse for PSF/TOP File

Browse for DCD/XTC/TRR File

grinn_output Output Folder
- CALCULATE

namd2 Browse for NAMD/GMX Executable

Browse for Parameter File (NAMD)

Solute dielectric (NAMD) 1,00 2 Non-bonded cutoff (NAMD) 12,00 2
Filtering progress
Selection 1 all e 0%

el

Selection 2 all
Calculation progress

0%

Percent cutoff (%) 60,00 * Filtering distance cutoff (Angstroms) 20,00

-
- -

Correlation progress

Trajectory stride 1 = Number of processors 20 - 0%

Calculate residue interaction correlation as well

e pEesssssssssssssssssssssssssseoeseee.

Average interaction energy cutoff (kcal/mol) '

Figura 2. Tela inicial do gRINN.

3.2.3 HeroMDAnalysis

Um projeto chamado HeroMDAnalysis desenvolvido em 2021 baseado no GROMACS (VAN
DER SPOEL, 2005), serve para analisar as trajetérias de MDS e gerar graficos como imagens de alta
resolucdo para varios parametros. O intuito foi herdar as caracteristicas de popularidade e velocidade
de execucdo do GROMACS. Ele foi construido usando a programagcéo bash shell e a interface grafica
do usuario foi construida usando o framework Zenity!. Além disso, umas das preocupagdes dos
desenvolvedores deste projeto era de criar uma interface mais acessivel para quimicos sem
experiéncia no uso de linha de comando, aos quais enfrentam dificuldades na analise dessas
simulagfes. Segundo seus autores, a interface de linha de comando costuma ser um processo

complexo, manual e sujeito a erros tornando-se uma tarefa dificil.

1 https://wiki.gnome.org/Projects/Zenity
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Portanto, o HeroMDAnalysis, foi desenvolvido para ser um sistema simples, semiautomatico,
relativamente répido e facil na realizacdo de analises de simulacdo MD (RAWAT, 2021). Ele foi
escrito usando um editor de texto padrdo na linguagem de programacéo bash shell (RAWAT, 2021).

O Zenity' é um software livre e um programa multiplataforma disponivel por padrdo no
ambiente Linux que permite a execucdo de caixas de didlogo GTK em linha de comando e scripts de
shell (RAWAT, 2021). Dentre suas opgGes de uso, o sistema é capaz de fornecer diversos parametros
envolvendo complexos de proteina-ligante, tais como: RMSD, SASA, energia livre de ligante de
solvatacdo, contatos ligante-proteina, ligacdo de H, etc.

Depois de coletar a lista desejada de parametros do usuério, a ferramenta executa os comandos
de andlise GROMACS gmx para realizar os ajustes necessarios antes de iniciar qualquer analise
estatistica. Apos € realizada a compactacgdo do arquivo de trajetoria. Durante a anélise dos parametros,
é exibida uma barra de tarefas que indica o progresso ao usuario. Dessa forma, os arquivos de dados
brutos sdo organizados em estruturas de arquivos e pastas usando os comandos de manipulacdo de
arquivos e diretorios nativos do Linux. Em seguida, as caixas de dialogo sdo criadas para solicitar ao
usuario opgOes para recusar ou aceitar plotar os arquivos de dados brutos em arquivos de imagem de
qualidade HD. Se o usuario recusar, 0s dados brutos serdo armazenados com seguranca e estardo
disponiveis para uso posterior. O programa termina com sucesso mostrando a tela de saida (RAWAT,
2021). Atualmente, a ferramenta suporta aproximadamente 52 parametros pertencentes a varias
categorias a partir de uma trajetéria de simulacdo MD. Ela é distribuida gratuitamente através da web

http://heromdanalysis.wordpress.com, la pode-se encontrar mais informacGes como:

compatibilidade, guia passo a passo, guia de instalacdo e tutorial de uso (RAWAT, 2021).


http://heromdanalysis.wordpress.com/
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Choose the parameters for analysis x Choose the parameters for analysis ©

select items from the list below. Select items from the list below.
Select Root Mean Square Deviation
Calpha-PL
@ Backbone-PL
Sidechain-PL

Select Root Mean Square Fluctuation
Calpha-PL
@ Backbone-PL

Sidechain-PL ® Protein-PL
™ B
o RMSF-L Plotting Free Energy of Solvation - Ligand Lig it Prot
Prot fit Lig
Skip Select

Select your system x
Select your system X
Select items from the list below.

Canc - =
Select any one Select items from the list below.

Apoprotein Protein-ligand Complex
Apoprotein
Quit Select

Quit Select

Figura 3. Exemplos de telas do HeroAnalysis.

3.2.4 MDANSE

Ainda no mesmo objetivo de facilitar o uso de software para MD, temos 0 MDANSE um
aplicativo Python para po6s-processamento de simulacfes MD (GORET, 2017). Ele concentra em
fornecer ao usuario uma interface grafica amigavel (GUI) permitindo que as analises sejam iniciadas,
seu foco operacional estd na utilizacdo da técnica experimental TNS (theory of thermal neutron
scattering) (SQUIRES, 1996).

A ferramenta pretende abranger todos os tipos de simulagdes MD, cobrindo todo o espectro
de sistemas abordados pelo TNS. Uma das principais caracteristicas do MDANSE é a interface
grafica que permite visualizar uma trajetoria, interagir com ela antes de executar uma analise ou exibir
dados 2D ou 3D resultantes de analises de forma amigavel e integrada. Em sua versao atual houve a
inclusdo do visualizador molecular para facilitar analises e permitir analises qualitativas como:
trajetéria molecular, o nivel de sofisticacdo de plotagem e gestdo dos calculos simultaneos utilizados
na execucao e que sdo iniciados a partir da interface. Sua arquitetura possui um logger do aplicativo
por meio de um console Python que d& acesso a linha de comando para a estrutura MDANSE
interativamente, além de possuir um gerenciador de tarefas, mostrando o status dos trabalhos em
execucdo. Ele permite que vérias tarefas possam ser executadas simultaneamente e mesmo

independentes da interface sendo executadas em segundo plano.
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single_wall_nanotube.nc * protein_in_periodic_universe.nc
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Figura 4. Tela principal do MDANSE.

Outra particularidade é que suas analises sao frequentemente realizadas em atomos em vez de
todo o sistema, pode ser muito pratico a capacidade de selecionar os &tomos interativamente com o
mouse. Essa funcionalidade permite também a gravacdo da selecdo em um script Python que pode
ser editado se necessario e reutilizado. Dessa forma, permite a conveniéncia de o usuério realizar a
sobreposicao a trajetoria de uma ou mais moléculas em todo o modelo com intuito de entender melhor

as vias de difusdo antes ou ap0s a execucgao.

3.2.5 HOOMD-blue

O HOOMD-blue é um mecanismo de simulacdo de particulas projetado para dinamica
molecular em escala nano e coloidal, e de simulacbes de Monte Carlo (MOONEY, 1997).
Desenvolvido em mar¢o de 2007 pela Universidade do Estado de lowa - EUA, esta disponivel desde
agosto de 2008 (ANDERSON, 2020). HOOMD-blue ¢ um pacote Python de alta performance que
trabalha em backend com C++/CUDA para otimizacdo de GPU. A interface Python permite que os
usuarios combinem HOOMD-blue com outros pacotes no ecossistema Python para criar simulagéo e
fluxos de trabalho de analise em MD. O objetivo do seu desenvolvimento é obter uma ferramenta
unica de uso geral em MD e simulacdes biomoleculares. A fim de alcancar esse objetivo a
implementacdo desse pacote Python permite facil interoperabilidade com outras ferramentas do

ecossistema cientifico. Sua interface de alto nivel abstrai um backend de alto desempenho que executa
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simulacdes em uma ou varias GPUs ou CPUs.

O HOOMD-blue possui integradores MD para muitos conjuntos termodinamicos diferentes,
incluindo NVE, NVT, NPH, NPT, dindmica de Langevin, dindmica Browniana e dindmica de
particulas dissipativas, e também suporta a minimizacédo de FIRE energy (BITZEK, 2006). HOOMD-
blue também implementa o solvente de dindmica de colisdo de modelo multi-particula (HOWARD,
2018).

Seu desenvolvimento teve rigidas observacGes de boas préaticas de engenharia de software
como: desenvolvimento, teste, manutencéo e escalabilidade, principalmente visando a colaboracéo
de outros desenvolvedores. Em seu histdrico de versionamento, o projeto ja contou com mais de
10.000 commits por mais de 60 desenvolvedores.

HOOMD-blue esta disponivel em cddigo aberto sob a licenga BSD. Para implementar
mudancas, 0s usuarios podem baixar o cddigo HOOMD-blue e adicionar novas funcionalidades
diretamente, ou criar um plug-in em um repositorio de cédigo separado e vincular ao HOOMD-blue
em tempo de constru¢do. Muitos usuarios publicaram artigos e estruturas de software usando
HOOMD-blue com extensdes que desenvolveram (ERVIK, 2017).

hoomd
hoomd

context.initia
unitcell  l:
system

| ' N 1y
mc.shape_param.set('

*$ cube_verts)

run(58e3)

Figura 5. Exemplo de execu¢do do HOOMD-blue

3.2.6 LOOS

LOOS (Lightweight Object-Oriented Structure-analysis) € uma biblioteca C++ projetada para
facilitar criacdo de novas ferramentas para analisar simula¢es de dindmica molecular, seu foco é
eliminar tarefas repetitivas, permitindo que os desenvolvedores se concentrem na parte
cientificamente relevante do problema. LOOS suporta entrada usando os formatos de arquivo nativos

dos pacotes de simulagdo biomolecular mais comuns, incluindo CHARMM, NAMD, Amber, Tinker
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e GROMACS. Alem disso, O LOOS vem com mais de 120 ferramentas pré-criadas, incluindo suites

de ferramentas para anélise de simulacéo convergente, histogramas 3D e modelos de redes el&sticas.

import sys

import loos

import loos.pyloos

import math

header = " ".join(sys.argv)
print("# ", header)
system_file = sys.argv[1]
traj file = sys.argv[2]

sel stringl sys.argv[3]
sel string2 = sys.argv[4]

system = loos.createSystem(system_file)
traj = loos.pyloos.Trajectory(traj_file, system)

sell = loos.selectAtoms(system, sel stringl)
sel2 = loos.selectAtoms(system, sel string2)
for frame in traj:

centroidl = sell.centroid()
centroid2 = sel2.centroid()
diff = centroid2 - centroidl
distance = diff.length()

vectorsl = sell.principalAxes()

axisl = vectorsl[Q]

vectors2 = sel2.principalAxes()

axis2 = vectors2[9]

angle = math.acos(axisl * axis2) * 180/math.pi

pl centroidl + axisl
p2 = centroid2 + axis2
tors = loos.torsion(pl, centroidl, centroid2, p2)

print(traj.index(), distance, angle, tors)
Figura 6. Exemplo de codigo de execucdo do LOOS.

O LOOS é distribuido gratuitamente como cddigo-fonte sob a licenga GNU GPLv3 ? através

do Source Forge (http://loos.sourceforge.net). A compatibilidade de LOOS é testada na maioria dos

2 http://www.gnu.org/licenses/gpl.html


http://loos.sourceforge.net/
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principais Linux distribuic¢@es, incluindo Debian, Ubuntu e Fedora, juntamente com varias versoes de
cada distribuicdo. Além disso, 0 MacOS é compativel, assim como o Windows (via cygwin).
Segundo os autores (ROMO, 2014), LOOS ndo € apenas uma biblioteca, ela contempla uma
série de ferramentas que tém aplicabilidade geral que séo consideradas Uteis para pesquisa. O intuito
dela é combinar ferramentas que sdo voltadas para uma Unica tarefa, serem unificadas por meio de
um workflow em um sistema de script como o shell Unix ou Python. Diferentemente de programas
monoliticos, como CHARMM e VMD?, as ferramentas LOOS sdo, de alguma forma, uma

continuacao do “Unix Filosofia” de kit ferramentas focadas em uma unica tarefa.

3.2.7 QWiKMD

A QwikMD, que é uma ferramenta que possibilita a preparacdo, execu¢do e analise de
dindmicas moleculares, utilizando para isso os sistemas VMD e NAMD (GUEDES, 2021). Ele
trabalha de forma semelhante ao ProtCool 2.0 no que se refere ao workflow da dinamica. Entretanto,
0 QwikMD realiza apenas preparacdo de proteinas, enquanto o ProtCool 2.0 também realiza a
preparacdo de proteinas complexadas a ligantes.

O principal objetivo do QwikMD ¢é permitir que novatos e especialistas abordem questdes
biomédicas relevantes, onde muitas vezes apenas simulacdes de dindmica molecular podem fornecer
respostas. Ele é baseado na integracdo de dois programas de modelagem amplamente utilizados,
NAMD e VMD (RIBEIRO, 2016).

O QwikMD é apto a executar simulacdes MD simples e avancadas de forma interativa, sua
arquitetura permite automatizar quantos passos forem necessarios para preparar, realizar e analisar

simulacdes, permitindo a reprodutibilidade.

3 https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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QwikMD - Easy and Fast Molecular Dynamics

Help... (@)
( Easy Run ) Advanced Run ‘r’ Basic Analysis ‘r Advanced Analysis |
Browser 1qlq_Qwik_QwikMD.psf 1qlq_Qwik_QwikMD.pdb Load
Automatic Residue & Atom Renaming
NMR State Chain/Type Selection ﬁ Structure Manipulation LG_)J
Chain Residue Range Type Representation Color
A 1-58 protein NewCartoon 0 biue
Background Black White Gradient Color Scheme:  VMD Classic “
Resolution  Window ﬂ Quality Low H (@)
Mp | smp ' morF [ Qm/mm |
Solvent Explicit Minimal Box Buffer: 15 A L{_)J
Salt Concentration 0.15 molL Choose Salt NaCl
¥ Protocol @)
Protocol n Steps Restraints Ensemble | Temp (C) | Pressure (atm)
Minimization 2000 backbone NpT 0 1
Annealing 2400 backbone NpT 27 1
Equilibration 5000 backbone NpT 27 1
MD 5000 none NpT 27 1
Clear Unlock Edit + -
¥ Simulation Setup LQ_)J
/Users/aparker/1glq_Qwik.qwikmd Load Save
Prepare Live View /' Ignore Interactive Forces Reset
¥ Simulation Control @)

Start Minimization Simulation

Pause Detach Finish

Figura 7. Tela principal do QwikMD.

Possui uma interface gréfica intuitiva que fornece um ambiente robusto e facil de usar para
um usuario ndo especialista, mas também deixa a liberdade de adotar variaveis para casos especificos
para facilitar e agilizar o trabalho de usuérios avancados. Portanto, possui ampla versatilidade no qual
é fornecido para o usuario acesso a todas as estruturas subjacentes e arquivos de configuracdo NAMD
e oferece uma oportunidade de ajusta-los individualmente quando necessario.

Em suma, o QwikMD é um software disponivel gratuitamente que permite aos novatos
responder uma ampla gama de questdes sobre sistemas moleculares, com aplica¢des que vao desde a

biologia celular até a ciéncias da saude.

3.2.8 BioExcel Building Blocks

Construido com por meio de wrappers Python que fornece uma arquitetura interoperavel, o
BioBB’s ¢ inserido na categoria de ferramentas de gestdo de software que é usado para geragdo dados

ontoldgicos, documentacéo, instalacdo de pacotes, containers de software e disponibiliza integracéo
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de workflows biomoleculares, o que torna Gtil na maioria de ambientes computacionais (ANDRIO,
2019).

Sua biblioteca oferece uma camada de interoperabilidade entre as ferramentas ao em torno,
nas quais trazem compatibilidade e preparo na interconectividade para construir workflows
biomoleculares complexos.

Uma de suas propostas através do pacote MDWeb (HOSPITAL, 2012), incluso no projeto é
oferecer um ambiente de trabalho unificado que permite configurar um sistema para simulacéo de
dindmicas moleculares atdbmicas em complexo de proteinas, que seja apto a trabalhar com
GROMACS, NAMD e Amber. Entre suas caracteristicas e funcionalidades, os workflows sdo
construidos usando componentes (blocos) de cada bibliotecas que sdo executados em diversos
ambientes computacionais, incluindo computadores pessoais, sistemas de virtualizacdo, nuvens
publicas e sistemas HPC. Os componentes sdo documentados usando CWL e openAPI o que torna
possivel executa-lo a partir de gerenciadores de workflow de reclamacdes CWL. Atualmente, a

proposta estd em uso por mais de 3000 usuarios registrados.

3.2.9 ProtCool 1.0

A versédo 1.0 do ProtCool foi inicialmente proposta por (GUEDES, 2021) focado na integracéao
entre ancoragem e dindmica molecular de complexos proteina-ligantes. Em sua primeira versdo, essa
ferramenta era de uso restrito ao ambiente local do usuario.

Sua caracteristica principal era oferecer um workflow automatizado visando a unificacdo de
varias ferramentas na execucao de todo o processo. Sendo projetado para conter varios softwares
instalados na maquina do pesquisador, em que por meio de scripts obedecendo um workflow
proposto, ela dispara sequencialmente todas as tarefas e etapas exigidas no processamento para
preparacdo da MD. A entrada dos dados era realizada por preenchimento manual de arquivo “txt” de
forma criteriosa, e ap6s o0 preenchimento eram executados scripts diversos de busca de arquivos PDB
em comunicacdo com API 's externas. Também realizava tratamentos de arquivos e execucdo dos
softwares especialistas para cada etapa. Para facilitar a entrada de dados, foi criada uma interface
preliminar, que basicamente apresentava um formulario web preenchendo os campos exigidos.
Porém, essa versdo deixava a desejar nos elementos de interatividade e dinamismo tdo necessarios
nos aspectos de usabilidade. As opera¢fes mais avancadas de execuc¢do, aconteciam diretamente por
meio de consoles, 0 que exigia do pesquisador conhecimento prévio no uso do sistema operacional.

A infraestrutura do ProtCool era um pacote de varios softwares especialistas que eram
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instalados na maquina dos pesquisadores. A desvantagem dessa arquitetura € que toda
responsabilidade do processamento e do hardware em questdo fica com o usuério. Entretanto, o
ProtCool alcangou sucesso em sua proposta inicial, principalmente quanto a criacdo da estrutura de
workflows para preparacdo em MD, no qual foi totalmente mantida por se tratar do ndcleo do sistema,

com pequenas atualizacGes, 0 que permitiu dar origem ao ProtCool 2.0.

ProtCool 1.0 ProtCool 2.0
e Monousuario. e Multiusuario.
e \ersao apenas para Linux. e Multiplataforma.
e Entrada de dados manual por arquivos e Interface web responsiva para entrada de
de texto. dados.
e Validacdo de dados pds-execucao. e Validacdo de dados pré-execucédo
(tempo real).
e Escalavel.
e Arquitetura cliente-servidor.

Tabela 1. Comparativo das caracteristicas entre versoes.

4 METODOLOGIA

4.1 DESENVOLVIMENTO DO PROTCOOL 2.0

Com o principal objetivo de alcangar reprodutibilidade por meio de workflows dos
procedimentos in silico e sua representacdo sistémica, foi possivel desenvolver uma aplicacdo
homogénea e padrdo que atenda aos requisitos necessarios para as atividades apresentados neste
trabalho.

O processo de desenvolvimento foi baseado nas melhores praticas de engenharia de software
que contempla todas as fases de projeto de desenvolvimento de software como a fase de comunicacéo,

planejamento, modelagem, construcdo e entrega (PRESSMAN, 2005).
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Construgdo do
Prototipo

Figura 8. Ciclo de vida de processo evolucionario de software prototipacéo.

A abordagem de desenvolvimento escolhida foi a prototipacéo. Essa abordagem é interessante
quando a equipe sabe muito bem o que a aplicacdo precisa entregar, porém nao tem detalhes
especificos que envolvem a producdo, como a comportamento da eficiéncia da aplicacdo, a
adaptabilidade do sistema operacional, ou a forma da interagdo homem maquina (PRESSMAN,
2005). No caso do ProtCool 2.0, o cenario apresentou-se propicio a essa abordagem, uma vez que o
projeto partia de um sistema legado funcional, porém ainda ndo possuia uma interface grafica
adequada que contemplava todo o escopo do software. Partindo dessa premissa, cada tela/componente
e funcionalidade foi construida estaticamente para serem levados para aprovacao e consequentemente
ao desenvolvimento, operacéo e testes, correspondendo ao modelo evolutivo de processo de software
(SOMMERVILLE, 2011).

4.1.1 Etapas do Processo de Software

Fase de Comunicacao: o processo iniciou com a coleta dos requisitos vindo dos usuarios em
potencial principalmente através de entrevistas e feedback dos membros grupo de pesquisa do
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ProtCool. Outra fonte foi a experiencia de usuério resgatada a partir de aplicacGes softwares similares

gue possuem 0 mesmo objetivo.

Fase de Planejamento: surgiu a partir da adocdo da abordagem do processo de prototipacéao
na definicdo das atividades, tarefas e cronograma de desenvolvimento, sob responsabilidade da
equipe. O desenvolvimento do ProtCool ficou dividido em 2 equipes, sendo uma responsavel pelas
funcionalidades do backend e outra pelo frontend, uma vez que arquitetura definida foi a arquitetura
client-server (BERSON, 1996).

Fase de Modelagem: de posse dos requisitos, coube a decisdo da equipe de desenvolvimento
escolher qual seria a arquitetura do sistema implementada, assim como 0s competentes de
usabilidade, adoc¢do de ferramentas, plataformas de desenvolvimento, as integracées e comunicacfes
APl de backend e frontend, para suprir o escopo do projeto tendo como foco principal o

desenvolvimento da interface gréfica.

Fase de Desenvolvimento: por meio da divisdo do projeto entre as equipes de backend e
frontend, a metodologia seguida pela equipe permitia transitar nos campos das metodologias ageis
quando se pensa na periodicidade das entregas dos produtos (BECK, 2001). A cada semana era
reavaliada as atividades e entregas, eram desenhados novos protétipos de tela, sugeriam-se alteraces
e no caso de aprovacdo, partia para construcdo de novas funcionalidades. A divisdo de
desenvolvimento do ProtCool era simples de ser lida, pois bastava seguir o workflow core proposto
da aplicacdo. Durante cada entrega, a equipe escrevia novos cddigos, realizava testes e revisava o
trabalho um do outro. A continua integracdo e praticas foi usada para garantir que a aplicacdo fosse
testada e entregue automaticamente por meio de compartilhamento de cédigo na plataforma de
versionamento github, para que fosse de facil identificacdo e resolucdo dos problemas encontrados
no processo de desenvolvimento.

Portanto, por meio da adocdo dos principios de engenharia de software, foi permitido ao
ProtCool 2.0 alcangar o desenvolvimento da uma ferramenta de qualidade com caracteristicas
peculiares por contemplar modularidade, escalabilidade e manutenibilidade. O codigo foi escrito e
estruturado para ser reutilizavel, focado em componentizacdo, o que torna facil a manutencdo e

evolucdo para aplicagdes futuras.
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4.2 IMPLEMENTACAO DO PROTCOOL 2.0

Neste momento, é apresentado toda estrutura de desenvolvimento do ProtCool 2.0, bem como
sua arquitetura e tecnologias utilizadas nesse processo. O foco central € a sua interface grafica web
que esta hospedado em servidor utilizando a estrutura de API desenvolvidas nas linguagens como:
Python*, JavaScript®, em que Python foca na estrutura de backend e o JavaScript focado no frontend.
HtmlI® e CSS’ fazem a estética do sistema inteiramente responsiva. A ferramenta ProtCool 2.0 foi
desenvolvida pela interatividade de uma APl com a camada de interface grafica construida em padrao
web, em que todas as informacdes sdo geradas pela API (backend) e visualizadas na camada de
interface (frontend).

HOW APl WORKS

[--- ]
Request o

(/ ]

Web appin

Response Internet Web server Database
browser

O altexsoft

Figura 9. Representacdo da arquitetura de uma API (Adaptado de ALTEXSOFT, 2020).

4.2.1 Backend

O backend do ProtCool 2.0 foi construido totalmente na linguagem de programacéo Python.
O Python foi a linguagem escolhida por oferecer recursos e bibliotecas robustas para tratamentos de
arquivos de texto, vindo ao encontro (conforme ja visto) da necessidade de tratar arquivos extensos e
prepara-los para dindmica molecular. Outra caracteristica é que essa linguagem possui uma sintaxe
simples, com uma boa curva de aprendizado, 0 que permite abranger de forma eficiente o potencial
do projeto. Além de ter uma comunidade ativa de desenvolvedores em que facilita o suporte. Também
possui uma vasta biblioteca para utilizacdo na area de inteligéncia artificial e computacdo paralela

(PYTHON, 2019). O ProtCool 2.0 é baseado em uma série de scripts isolados que formam um

4 https://www.python.org

5 https://developer.mozilla.org/pt-BR/docs/Web/JavaScript
6 https://developer.mozilla.org/pt-BR/docs/Web/HTML

" https://developer.mozilla.org/pt-BR/docs/Web/CSS
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conjunto integrado, sob supervisao de um script controlador representando o workflow in silico, esse
script é responsavel por toda integracdo dos demais scripts, suas validacdes e a execu¢do, garantindo
a coeséo do sistema.

O modulo chamado Protcool_Dynamic, responsavel pela preparacao de dindmica molecular
dos complexos, é representado pelo arquivo Protcool Dynamic.py. Uma de suas caracteristicas
principais € a execuc¢do de tarefas que sdo programadas para serem realizadas em paralelo.

Na figura 10, as tags sdo preenchidas pelos valores ‘YES’ ou ‘NO’. Essa é a forma que
representa e indica ao médulo dindmica quais serdo as fases do processo que serdo executadas. 1sso
permite ao pesquisador escolher a execucdo completa das etapas ou apenas aquela que deseja,
oferecendo maior flexibilidade e abertura para que ele possa optar por outras ferramentas externas
que ndo fazem parte do workflow do ProtCool 2.0.

Todos os parametros necessarios para execucdo do workflow com os valores de cada etapa
estdo contidos no arquivo confdinamica.txt. E baseado nesse arquivo que foi construida uma interface
grafica para o correto preenchimento, no qual as valida¢fes foram implementadas na camada de
frontend para evitar ao maximo que erros de entrada venham acarretar o processamento incorreto da
aplicacao.

Na figura 10, trata-se de um arquivo basico de texto no formato ‘txt’ que pode ser acessado e
editado por qualquer editor de texto padrdo. Ele é formado por tags iniciadas e finalizadas por ‘[]’
colchetes que representam as instrucdes, e as linhas posteriores sdo os parametros. Para indicar o fim
de uma instrucdo e o inicio de outra, os parametros sdo colocados linha a linha até que se inicie a
proxima instrucdo (tags). Este procedimento € repetido até o fim do arquivo onde se encontra a tag
‘[END]’ que indica a finalizacao das instrugdes e do arquivo.

Diferentemente da proposta de (GUEDES, 2021), em que o ProtCool deveria ser instalado em
um computador pessoal e seu funcionamento se dava apenas por operacdo monousuario, na versao
2.0, o ProtCool foi totalmente reestruturado para executar em ambiente cliente-servidor (BERSON,
1996). Nesse modelo, os parametros sdo preenchidos e validados pelo usuario por meio de um
frontend (navegador web) e enviado ao backend para processamento. Ap0s esse processamento, é
retornado ao frontend o produto final em um arquivo compactado, para download do usuario. Esse
arquivo compactado possui todos os arquivos e diretérios de configuragcdo necessarios para a pronta
execucdo da dindmica, conforme conveniéncia da infraestrutura computacional do usuério. O arquivo

que controla a execucdo dessa dindmica é o dinamica.py.



Figura 10. Exemplo de um arquivo confdinamica.txt mostrando as principais tags de controle a serem executadas.

[Researcher]

Moises Pinheiro Souza
[Email]
moises.souza@ifsuldeminas.edu.br
[Language]

Portugues

[Prepare]

No

[Docking]

No

[MolecularModel]

No

[Protonation]

Yes
[ExecutionForceField]
Yes

[PrepareNamd]

Yes

[Protein]

4EY6
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A versdo de desenvolvimento e teste do ProtCool 2.0 atualmente estd instalada em um
computador HP Deskpro G6 com 8GB de memdria RAM, SSD de 256GB e um processador Intel(R)
Core (TM) i3-9100 CPU @ 3.60GHz. A versdo do sistema operacional foi o Ubuntu 20.04.4 LTS
(Focal Fossa) - 64Bits e os programas instalados foram: BioNimbuzZ 28 Namd 2.11 for Linux-
x86_multicore-CUDA®; VMD?%; PyMOL; WORDOM?® v.0 22-rc3.x86-64; AmberTools®,

8 https://github.com/bionimbuz/Bionimbuz
9 https://www.ks.uiuc.edu/Research/namd/
10 https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

11 https://pymol.org/2/

12 https://wordom.sourceforge.net/
13 https://ambermd.org/AmberTools.php
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OpenBabel**, RDKit'®; Pacote Request do Python; Vina'®; Sminal’; MGLTools!®; Modeller®;
Selenium?; Geckodriver?!; Pacote pyPDB??; CUDAZ; R?*; Python (2.7 e 3)%°; GGNU (gcc, g++,
gfortram); NodeJS?°; VuelS?’; Bibliotecas Python de compactagéo, download e upload de arquivos.

TechTerms.com

Client-Server Model

[_]

PC

/[\
Ll

Server

u

Smartphone Laptop

Figura 11. Representacdo da arquitetura cliente-servidor (Adaptado de “Client-Server Model Definition”, 2016).

Essa adaptacdo trouxe beneficios se comparado com a necessidade de se criar um instalador

com todas essas ferramentas conforme vemos na versdo desktop de (GUEDES, 2021). Entre os

ganhos, o principal destaque é a arquitetura para operacdo multiusuario em que uma vez hospedado

em um servidor web na internet, toda a comunidade académica pode utilizar de qualquer lugar ou

dispositivo sem a necessidade de realizar qualquer instalagdo. Também poupa o usuério de

disponibilizar recursos computacionais préprios, e ndo se preocupar com upgrades de hardware,

manutencdo e suporte, no que possibilita destinar o foco integralmente a pesquisa da simulacdo em

Si.

14 https://openbabel.org/wiki/Main_Page

15 https:/fwww.rdkit.org/

16 https://vina.scripps.edu/

7 https://vina.scripps.edu/

18 https://ccsb.scripps.edu/mgltools/

19 https://salilab.org/modeller/

20 https://salilab.org/modeller/

21 https://github.com/mozilla/geckodriver/releases
22 https://github.com/williamgilpin/pypdb

23 https://developer.nvidia.com/cuda-downloads
24 https://www.r-project.org/

5 https://www.python.org/

%6 https://nodejs.org/en

27 https:/ivuejs.org/
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Na figura 12 sdo listados os objetivos, encadeamento e 0s momentos em que cada etapa é

chamada a execucao.

Info. Geral Ancoragem Solvatacdo / lonizacio
Ligantes Protonacao Simulacdo

Figura 12. Encadeamento das etapas do ProtCool regidos pelo script ‘Protcool Dynamic.py’.

O ProtCool 2.0 foi dividido em passos, como: Informacg6es Gerais da Dindmica, Ancoragem,
Ligantes, Protonacdo, Solvatacdo e lonizacdo, Simulacdo. O foco desta dissertacdo é apresentar a
construcdo da ferramenta pela optica do frontend, ou seja, apresentar os aspectos da construcao da
interface gréafica e as funcionalidades adicionadas no auxilio de filtros e valida¢Ges do processamento
na geracao dos arquivos da dindmica molecular. Para mais detalhes sobre os scripts e infraestrutura
de funcionamento completo, contendo a construcdo do backend e toda a interacao/integragédo com os
demais softwares e conjunto de ferramentas, juntamente com exemplo de uso, consultar o trabalho
de (GUEDES, 2021).

4.2.2 Frontend

O objetivo da interface gréfica construida neste trabalho é auxiliar o correto preenchimento
do confdinamica.txt, apresentado na subsecdo anterior. Apo0s realizar a chamada de execucdo dos
scripts de backend, ela disponibiliza para download os arquivos gerados de preparacao da dinamica
molecular. Portanto, foi desenvolvida a interface web que permite ao pesquisador preencher
formularios em que cada campo guarda relacdo com as tags do confdinamica.txt, divididos em etapas

como abstragéo do workflow original.
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ProtCool @Help M Contact al Acknowledgements

General Info L) e

Protocol is a web-based tool that makes it possible to execute experiments in silico, with
a focus on organization and management. Through this tool it is possible to model and
implement workflows in computational chemistry, providing support in the preparation
of molecular dynamics experiments and carrying out molecular dockings with multiple
ligands. Here you must insert the inicial reseacher data and the target protein (PDBID)
desired as inicial parameters to study. After loading you need indicates which steps will
be process and which protein paraments will be considered for MD simulation.

ProtCool

ProtCool - Dynamic Configs General Info

Researcher:
Maria da Mata
Email address: Language:

name@example.com Ingles v

Provide a PDB ID::
4EY8

~ Load

&

Figura 13. Tela inicial do ProtCool 2.0

Dentre as tecnologias para desenvolvimento web, foi utilizado o framework Javascript Vue.js,
escolhido devido sua versatilidade em conciliar um desenvolvimento que adota as melhores praticas
do mercado com funcionalidades simples de implementacdo (“Vue.js”, [s.d.]). O Vue possui uma
estrutura voltada a componentizacdo, permitindo forte reutilizacdo de cddigo. Inclui toda a interface
e elementos personalizados criados no ProtCool 2.0 como: Botdes, Caixa de Textos, Selects, Divs,
Inputs etc. assim como os eventos, propriedades e validagdes. Com isso, uma vez construido, esses
elementos podem ser facilmente acoplados ao cédigo, aumentando a velocidade do designer da
interface e permitindo ajustes de responsividade, podendo ser utilizado em qualquer dispositivo.

Dessa forma, o frontend do ProtCool 2.0 consiste basicamente em: receber as informacdes no
formulario pelo usuério, realizar tratamento/validacdo das informacdes quando couber, preencher o
arquivo confdinaminca.txt e fazer a chamada de execucdo. Todo esse processo de comunicacgdo da
API (Python) e a interface é feito pelo padrdo JSSON (“JSON, [s.d.]). Ele envia e recebe informacdes
por JSON entre API e a interface web, ao fim transforma um objeto JSON em ‘txt’, faz a chamada de
execucéo da preparagéo dos arquivos pelo lado do servidor e gera 0 andamento do processamento em

tela de forma transparente ao usuario.
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Frontend ..

Usuario

FerEEmmETSEEEEEEE SRR T AR

....................
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Figura 14. Arquitetura do ProtCool 2.0

Para acessar a versdo de testes do ProtCool 2.0 basta acessar 0 endereco

http://200.131.57.242:8080 de qualquer navegador e de qualquer dispositivo conectado a internet. O

fluxo e as etapas da ferramenta séo apresentados conforme a figura 14.

4.2.3 Estrutura de pastas e arquivos de saida

O ProtCool 2.0 organiza todos 0s arquivos necessarios para a execucao da simulacao, além
dos logs de todo o processo. Os logs permitem ao pesquisador analisar como foi feita toda a
preparacdo. Como exemplo, pode-se citar 0s arquivos que representam os ligantes, onde para cada
complexo (proteina-ligante) é gerada uma pasta, e dentro da pasta o0s arquivos PDB com as restri¢cGes
definidas.

Como ja dito, um dos arquivos mais importantes é ‘confdinamica.txt’, ele é o resumo de todas
as informacdes de todas as etapas do ProtCool 2.0. E neste processo que a interface captura todos os
campos, transforma as informagdes em um JSON e reescreve no arquivo ‘confdinamica.zxt’ conforme
pede a preparacdo. Na dindmica, a tarefa de preparacdo da simulagéo gera boa parte dos arquivos de
saida como os arquivos PDB, prmtop, inpcrd, todos os arquivos de restricdo, todos os arquivos de

configuracéo e um arquivo de execugdo chamado dinamica.py.


http://200.131.57.242:8080/
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4.2.4 Logs

No arquivo compactado de saida do ProtCool 2.0 estdo anexados 2 arquivos de log. O primeiro
chamado ‘logWorkFlow.log’ apresenta 0 passo a passo como ocorreu toda a execucdo do
processamento. Ja o segundo arquivo de log chamado ‘logchamada.log’ que apresenta todas as
informacdes referentes as chamadas realizadas. Sua funcéo € mostrar se todas elas foram devidamente
executadas, obedecendo a ordem imposta no workflow.

Portanto, por meio desses arquivos € possivel saber se tudo ocorreu de forma adequada e gerou
0S arquivos corretamente, ou se apresentou erros durante a execugdo. Vale ressaltar que todos os
scripts foram desenvolvidos para realizar uma validacao coerente, no qual seu objetivo é descobrir se
todos os campos foram preenchidos de maneira correta. Caso exista uma entrada nao condizente, €
abortado o processo e langado um erro no arquivo ‘Errorlog.txt’, registrando detalhes da etapa onde

ocorreu.

5 FUNCIONALIDADES DO PROTCOOL 2.0
5.1 WORKFLOWS

Conforme mencionado anteriormente, o ProtCool 2.0 trabalha com a definigé&o de protocolos
por meio de workflows. Segundo (GUEDES, 2021) existe um modelo que descreve a ordem das

etapas de modelagem, projeto, insercdo, execucao e analise de workflows.

i. Hipoteses, Experimentos e Objetivos — Estabelecer os workflows a serem desenvolvidos;
ii. Projeto do workflow
a. Modelagem do workflow
i. Definir Tarefas do workflow
ii. Definir arquivos de entrada
iii. VValidar workflow
iii. Instanciagédo do worklflow
a. Definir parametros do workflow
b. Desenvolver scripts
c. Preparar arquivos de entrada
d. Preparar ambiente de execu¢do do workflow
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iv. Execucédo do workflow
v. Analise pds-execucao
a. Analisar resultados do workflow

b. Definir préximos passos

Tabela 2. Tabela de das etapas do workflow do ProtCool (GUEDES, 2021).

i- Hipoteses, Experimentos e Objetivos.:

O principal objetivo dessa etapa é desenvolver o workflow de preparacdo de dindmicas
moleculares baseada nas hipoteses de criacdo do mesmo, de forma automatizada liberando o

pesquisador para dedicar mais tempo para a etapa de andlise de resultados.

ii- Projeto do Workflow.:

A partir da etapa de hipétese é feito o desenvolvimento do projeto do workflow, por meio da
definicéo de tarefas, arquivos de entrada e a validacdo do workflow.

Essa etapa é formada por vérias tarefas, divididas em seis partes: Configuracdo Inicial das
Moléculas; Ancoragem Molecular (docking); Modelagem Molecular; Protonagdo; Campo de forca,
Solvatacéo e lonizacgdo; Geracdo de Arquivos para a execugdo da Dindmica (Simulacéo). Sendo que,
cada uma das tarefas apresentadas € formada por uma série de scripts que foram desenvolvidos para
executar todos os passos necessarios do sistema (GUEDES, 2021).

Configuracdo Inicial das Moléculas: € 0 momento que o pesquisador seleciona a molécula
objeto de estudo, no qual é realizado por meio de script a recuperagdo do arquivo com as coordenadas
atbmicas, sendo sempre uma proteina nesta versdo do ProtCool. O script desenvolvido carrega
automaticamente arquivos oriundos do principal repositério de coordenadas de biomoleculares
chamado PDB (Protein Data Bank) (BERMAN, 2000). Entre outras tarefas o script realiza a limpeza
do arquivo tornando mais organizado e enxuto, de forma a possibilitar que o arquivo esteja adequado
para as demais fases do processo de preparagdo da dindmica molecular.

Docking Molecular: visa buscar o encaixe mais perfeito possivel entre duas moléculas.
(LENGAUER, 1996) O usuario informa previamente os arquivos do alvo e do ligante, adicionando
as coordenadas do sitio ativo ou pocket onde o ligante sera inserido. Também deve informar o

algoritmo que sera usado para busca das melhores poses (com os melhores scores) de inser¢édo no
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pocket. Modelagem Molecular: nesta etapa, o objetivo é resolver lacunas na sequéncia dos residuos,
em fungdo da sua indeterminacédo estrutural, por meio da modelagem por homologia. através dos
seguintes passos: identificacdo do homo6logo como modelo; alinhamento entre as sequéncias; geracdo
do backbone; modelagem dos loops existentes; modelagem das cadeias laterais, otimizacdo do
modelo; e validacdo do modelo (CARVALHO, 2003).

Protonacdo: em funcdo de limitagBes experimentais, nem todo arquivo PDB contém o
posicionamento dos hidrogénios. Portanto é necessario a busca dos estados de protonacdo nessas
estruturas, que levara em conta também o contexto fisico-quimico de cada atomo a ser hidrogenado
existem ferramentas computacionais que fazem este trabalho. O ProtCool 2.0 utiliza o H++
(ONUFRIEV, 2005). Por meio do H++ é feito a inser¢do de hidrogénios ausentes na estrutura de
acordo com o pH da solugdo e estimativas de pKa de cada residuo (GUEDES, 2021).

Solvatacdo e lonizagdo: compreende a insercdo de aguas e ions explicitos ao redor do
complexo proteina-ligante. Entra também com dados referentes a solvatacdo e ionizacdo que serdo
utilizados no campo de forga. Nesta versao do ProtCool, aceitam-se apenas pardmetros e campos de
forca da suite AMBER (CASE, 2008).

Geracdo Arquivos da Dinamica: é a ultima etapa do ProtCool, na qual o pesquisador deve
informar os parametros e configuragfes necessarias para a execucdo da simulacdo da dinamica
molecular em si. Atual versdo do ProtCool trabalha com o sistema NAMD (NELSON, 1996). Esta
etapa pode ser subdividida em outras, conforme desejo do usuério. Em geral, alocam-se uma ou mais
etapas para a minimizacao de energia do sistema, seguida por outras etapas de relaxamento atbmico
de forma gradual, definindo tempos de simulacdo para cada uma. Apds o relaxamento e equilibracdo

do sistema, vem a simulagéo da dindmica molecular per si, por um tempo mais longo.

iii. Instanciag&o do worklflow

Uma vez que o workflow esteja definido é possivel executar a instanciacdo. Essa etapa indica
quais as tarefas serdo executadas e tratadas por scripts que trabalham de forma isolada em cada passo
do sistema. O objetivo é rodar apenas uma Unica atividade e que essa tarefa possa ser usada em outros
workflows como forma de garantir a reprodutibilidade. Apesar dos scripts terem sido desenvolvidos
de forma modular, suas entradas e saidas estdo integradas, garantindo o encadeamento do workflow

como um todo.
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Dentre as tarefas, a definicdo do workflow preocupa em resolver as questdes do fluxo do
sistema como: o0 que € o trabalho da ferramenta, o que deve ser gerado pelas tarefas modeladas, quais
tarefas devem ser automatizadas do workflow, e quais precisam de auxilio do usuario, e quais sdo
unicamente realizadas pelo usuario. Logo, compete a instanciacdo do workflow a responsabilidade da
preparacdo e adequacdo dos arquivos de entrada e saida, além da preparacdo do ambiente de

execucéo, que em algumas condicdes pode ser processado de forma paralela.

iv. Execucédo do workflow

Uma vez que as etapas de instanciagdo foram concluidas, a execugdo ocorre por meio do script
de gestdo do workflow denominado “controlador”. E ele o responséavel pelo gerenciamento de todo o
processo. Sua funcdo é controlar toda execucdo, possibilitando o pesquisador ter conhecimento do
status do processo a qualquer momento, disponibilizando o produto final por meio de arquivos nos
quais ele podera p6r para execucdo toda a simulacao. O pesquisador faz o download desses arquivos
gerados no fim de execucdo. Porém, para que tudo funcione conforme desejado, a preocupacéo do
workflow é disponibilizar e garantir que 0s arquivos iniciais estejam presentes no sistema.

Uma série de scripts foram desenvolvidos com esta funcdo de validar o arquivo de
configuracdo gerado, em que sdo checados se todas as tags obrigatdrias para o perfeito funcionamento
estdo de acordo junto com os valores aceitaveis. Ha checagens de validacdo tanto no lado frontend

quanto backend.

v. Analise pds execugdo

Conforme afirmado anteriormente, o ProtCool apenas faz a preparacdo para execucdo das
simulacOes, ele ndo as realiza. Mas, um usudario especialista pode checar e analisar o arquivo
confdinamica.txt gerado, se as informacdes ali registradas condizem com o esperado para a

simulacéo.

5.2 FUNCIOLIDADES

Seguem abaixo as principais funcionalidades implementadas a versdo web do ProtCool. O
nome das funcionalidades esta em inglés, por conta que na versdo web somente este idioma esta

habilitado. Outros idiomas serdo disponibilizados em versées futuras.
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5.2.1 Etapa General Info

A tela ‘General Info’ é responsavel por receber as informagdes iniciais para execucao da
ferramenta, sob dominio do script General _Info.py.

Os primeiros campos envolvem: nome do pesquisador, e-mail e idioma, no momento
disponivel apenas ‘Inglés’. O campo ‘Provide a PDB ID’ 0 usuério entra com o cédigo PDB.

Ao apertar o botdo ‘Load’ uma série de validagdes sdo disparadas, a primeira delas ¢ nao
permitir que avance se os campos deste formulario estiverem vazios. No decorrer do projeto essa
validacdo ocorre em varios momentos. Outra validacéo, é certificar que um e-mail seja valido. A
proxima validagéo é realizar a busca do arquivo PDB diretamente no site RCSB?8 por meio da API
que utiliza a biblioteca ‘pypdb’ escrita em Python. A API busca o arquivo conforme informado e se
encontrado retorna véarias propriedades e informacdes que sdo pertinentes para o avanco das proximas
etapas do ProtCool 2.0. Entre elas, as atividades que deverdo ser executadas pelo workflow.

Segue descrigdes de cada opcao apresentada ainda nesta etapa inicial:

i - [Prepare]: indica que sera considerada a primeira etapa de preparacao, e que sera realizada
a adequacdo inicial das biomoléculas alvos. Entre essas adequacdes estdo a eliminacdo de
aguas estruturais e certos tipos de heteroatomos.

ii - [Docking]: indica que sera realizado a ancoragem ou docking de ligantes; uma vez ativada,
é possivel selecionar as ferramentas de docking entre ‘Vina’ e ‘Smina’. Na versdao web, ha

somente a opcdo ‘Vina’ implementada.

iii - [MolecularModel]: indica que sera realizada a modelagem molecular por homologia para
corregéo de gaps.

iv - [Protonation]: indica que sera realizada a protonacgdo, conforme descrito anteriormente.

v - [ExecutionForceField]: indica que a etapa de definicdo de campo de forca, solvatagéo e

ionizacgdo que serdo realizadas, conforme descrito anteriormente.

28 https://www.rcsh.org/
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vi - [PrepareNamd]: indica que a etapa de preparacdo final dos arquivos de configuragéo sera

realizada para a execucgdo no padrdo NAMD.

Além disso, temos as opcdes nao default que podem ser ativadas pelo usuario como

‘Hydrogen’, ‘Residues’, ‘Water’.

vii - [Hydrogen]: indica se o usuario deseja utilizar os hidrogénios da estrutura fornecida pelo
arquivo PDB, se presentes.

viii - [Heteroatom]: indica se devem ser preservados certos compostos ligados a heteroatomos.
Neste ponto uma fungdo é disparada na API para verificar se a molécula selecionada possui
heteroatomos. Caso encontre ele retornara automaticamente com todas as op¢des encontradas
e organizadas por suas respectivas cadeias.

ix - [Water]: indica se o usuario deseja manter as aguas cristalograficas da estrutura, também
chamadas aguas estruturais. A API busca e trata os arquivos PDB, existe uma funcdo que
realiza a leitura completa e verifica se existem moléculas de agua na proteina informada. Ela
consiste em buscar nas linhas e colunas determinadas a string ‘HOH’ em conjungdo com a
string ‘HETA’. Caso encontre alguma molécula ele retornara automaticamente com a op¢éo
[Water] ativada.

ProtCool - Dynamic Configs General Info

Researcher: Define workflow steps:

Moises Souza [ o] Prepare a Docking
Email address: Language: @D Protonation @D Vina
moises.souza@ifsuldeminas.edu.br Ingles v () Prepare Namd Smina
Hydrogen Heteroatom
Provide a PDB ID:: @D Molecular Model Water

@D Execution Force Field
4EY6

Model:

Chains:

B Chain: A Chain: B

Disulfide Bridges:

B CYSAG9-CYSA96 B CYSA257-CYSA272 @ CYSA409-CYSAS29

Next =

Figura 15. Tela de opgdes iniciais da etapa ‘General Info’.

Outras funcionalidades associadas a proteina escolhida sdo retornadas com as informacgoes de
‘Model’, ‘Chains’ e 'Bridges'.



47

X - [Model]: permite selecionar qual dos modelos quando as estruturas sao resolvidas por
RMN e outras técnicas. A fungdo na API busca e verifica se hA ‘MODELS’ no arquivo PDB,
se encontrado informa a interface por meio de JSON e essa gera 0s componentes graficos
dinamicamente em tela. Neste caso, trata-se de radio buttons, pois sé € permitida uma selecéo

dentre todas apresentadas.

Xi - [Chains]: permite selecionar as cadeias. Como pode haver mais de uma cadeia, este campo
é obrigatorio, ndo é permitido que o sistema continue sem que o usuéario informe pelo menos
um ‘CHAIN’. Esses componentes graficos sdo gerados dinamicamente pela comunicacao

entre API e o frontend.

ProtCool - Dynamic Configs General Info
Researcher: Define workflow steps:
Moises Souza @D Prepare @D Docking
Email address: Language: @D protonation @D vina
moises.souza@ifsuldeminas.edu.br Ingles v «© Prepare Namd Smina
() Hydmgen Heteroatom
Provide a PDB 1Dz @D Molecular Model
E tion F Field
- @D Execution Force Fie
Model:
~ Load
Model: 1 Model: 2 Model: 3 Model: 4 Model: 5
Model: 6 Model: 7 Model: 8 Model: 9 Model: 10
Model: 11 Model: 12 Model: 13 Model: 14 Model: 15
Chains:
Chain: A Chain: B Chain: C
Disulfide Bridges:
Next >

Figura 16. Op¢do ’Model’ na tela inicial do ProtCool 2.0

xii - [Disufilde Bridges]: permite selecionar quais pontes dissulfeto o usuario deseja utilizar,
se existirem no arquivo PDB. Pontes dissulfeto sdo ligacdes covalentes entre atomos de
enxofre relacionados aos residuos cisteinas, distantes sequencialmente um do outro, mas
proximas estruturalmente. Essas cisteinas podem inclusive estar em cadeias diferentes. Um
ponto interessante é que foi desenvolvido uma légica em que o as pontes dissulfeto geradas
dinamicamente retornadas pela API sdo atreladas obrigatoriamente & opgao anterior CHAIN.
Logo, s6 é possivel selecionar as pontes desejadas se elas sdo associadas as CHAINS
selecionadas. Nesse processo de retorno existe uma funcdo que verifica no arquivo PDB

existente e retorna a lista de pontes encontradas conforme figura 16.
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Ap06s todos os campos devidamente preenchidos pelo usuario na tela ‘General Info’, ele pode
avancar apertando o botdo ‘Next’. Neste momento sdo realizadas as validagGes citadas anteriormente,
e se tudo estiver ‘OK’, o sistema avanca para tela referente as informagdes dos ligantes. Importante
ressaltar que a interface foi construida pensando na fluidez do processo, ou seja, ao passar para uma
tela seguinte, os dados da tela anterior permanecerao intactos, permitindo ao usuario tanto avancar
quanto retroceder nos passos. Isso facilita na alteracdo de alguma informacgé@o no meio do processo e
evita retrabalho.

5.2.2 Etapa Ligands

A etapa ‘Ligands’ ¢ responsavel por receber a informacdo dos ligantes para realizagdo da
ancoragem ou docking na proteina alvo. E possivel dar entrada desses arquivos de 2 formas diferentes,
sendo a primeira delas preenchendo o campo ‘ZINC’, e a segunda por meio de upload de arquivos
*.mol2 fornecidos pelo pesquisador. O ZINC é uma das bibliotecas de ligantes mais usadas na area,
por ser curada e s6 envolver compostos comercializaveis (STERLING; IRWIN, 2015). Para a
recuperacdo automatica do ZINC, o pesquisador deve fornecer o codigo completo do ligante no ZINC,
por exemplo (ZINC00491073) e um codigo de 3 caracteres associado como GNT para a Galantamina.
Para realizar a busca do ligante direto no site do ZINC15%° a API utiliza 0 modulo requests do Python.
Essa tarefa € realizada pelo backend. Como a versdo web do ProtCool é dedicada as simulacGes de
complexos proteina-ligante, informar pelo menos um ligante é obrigatério.

Portanto, uma vez preenchido corretamente 0s campos, € obrigatdrio que o usuario adicione
ligantes na tabela por meio do botdo ‘Increase’. Conforme mencionado é possivel que o usuério
adicione quantos ligantes desejar, seja ele por meio da busca automatica via script (backend), ou
realizando diretamente o upload de arquivo local. Esta etapa s6 avanca se houver pelo menos uma
informacdo na tabela. O ProtCool ira realizar docking e simulagcfes de dinamica separadamente para

cada par ligante-alvo.

29 https://zinc15.docking.org/
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ProtCool - Dynamic Configs Ligands
@D zINC @D File/MOL2
Ligand: Name Ligand: Ligand: Name Ligand:
gnt Escolher Arquive  Nenhum arquivo escolhido

Ligand Code: NumDoc: Ligand Code hyb: NumDoc

GNT 1 1
Force Field: Farce Field:

~/amber18/dat/leap/cmd/oldff/leaprc.ff39SB ~/amber18/dat/leap/cmd/oldff/leaprc.ff995B

# Ligands Name Ligand Code Ligand Force Field Num Doc Action

0 ZINC00491073 gnt GNT ~/amber18/dat/leap/cmd/oldff/leaprc ff99SB 1

1 ZINC00491073 gnt GNT ~famber18/dat/leap/cmd/oldff/leaprc ff995B 1

Figura 17. Tela para informar os pardmetros referentes aos ligantes.

Abaixo é descrito 0os campos e suas respectivas finalidades:

I - [ZINC]: abre os campos para inserir informag0es dos ligantes do tipo ZINC que seréo

utilizados.

ii - [Ligand]: permite inserir o codigo para busca do ligante. No caso de haver demanda de
mais de um ligante devera ser buscado e adicionado na tabela separadamente por meio do
botdo ‘Increase’. No campo, é necessario colocar o prefixo “ZINC” na frente do nimero do

ligante, conforme o exemplo “ZINC4102420”.

iii - [Ligand Name]: permite inserir o codigo dado ao ligante pelo usuério. Deve ser escrito
com 3 caracteres entre letras e nimeros, pois serd utilizado como codigo do residuo em

arquivos ‘PDBs’ que vierem a ser gerados.

iv - [Ligand Code]: tag que contém o cddigo do ligante formado por trés caracteres

maiusculos, segue a mesma ordem do [Ligand]. - Difere maitscula de minuscula.

v - [ForceField]: permite informar o campo de forca que seré utilizado. Nesta versdo, sé esta
permitido o ff19SB do AMBER.
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vi - [NumDoc]: permite informar o valor numérico correspondente a quantidade de vezes que

um docking rodara para selecéo de poses do sistema. Para cada ligante pode-se ter um namero.

No caso de insercdo por meio de upload de arquivo *.mol2, esses campos se repetem e

possuem as mesmas fungoes.

5.2.3 Etapa Docking

Na versao web, essa etapa trabalha apenas com a ancoragem ou Autodock Vina (TROTT,
2010) A selecdo da pose é aferida por funcdo de pontuacdo (score), que opera sobre célculos de
energias de interagOes aproximados, para um melhor desempenho computacional, ainda que isso
implique em menor precisdo. A seguir, uma descricdo mais detalhada dos campos exigidos no

docking:

i - [center_x]: permite inserir o valor do centro geométrico do pocket no eixo x. Para facilitar
a insercdo dos valores, foram disponibilizadas na interface duas formas, a primeira digitando

diretamente o valor no ‘input’ e a segunda ajustando o valor pelo componente ‘slider’.

ii - [center_y]: permite inserir o valor do centro geométrico do pocket no eixo y. Para facilitar
a insercdo dos valores, foram disponibilizadas na interface duas formas, a primeira digitando

diretamente o valor no ‘input’ e a segunda ajustando o valor pelo componente ‘slider’.

iii - [center_z]: permite inserir o valor do centro geométrico do pocket no eixo z. Para facilitar
a insercdo dos valores, foram disponibilizadas na interface duas formas, a primeira digitando

diretamente o valor no ‘input’ e a segunda ajustando o valor pelo componente ‘slider’.

iv - [size_x]: permite inserir o valor do tamanho geométrico do pocket no eixo x. Para facilitar
a insercdo dos valores, foram disponibilizadas na interface duas formas, a primeira digitando

diretamente o valor no ‘input’ e a segunda ajustando o valor pelo componente ‘slider’.

Vv - [size_y]: permite inserir o valor do tamanho geométrico do pocket no eixo y. Para facilitar
a insercdo dos valores, foram disponibilizadas na interface duas formas, a primeira digitando

diretamente o valor no ‘input’ e a segunda ajustando o valor pelo componente ‘slider’.
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Vi - [size_z]: permite inserir o valor do tamanho geométrico do pocket no eixo z. Para facilitar
a insercdo dos valores, foram disponibilizadas na interface duas formas, a primeira digitando

diretamente o valor no ‘input’ e a segunda ajustando o valor pelo componente ‘slider’.

OBSERVACAO: Importante destacar que os centros e tamanhos em X, y, z acima encapsulam a

regido de docking num prisma tridimensional.

vii - [Consider Hydrogens In The Protein]: permite informar se serdo considerados ou ndo os

hidrogénios na proteina para o docking.

viii - [Consider Hydrogens In The Ligand]: permite informar se serdo considerados ou néo os
hidrogénios nos ligantes.

ix - [Exhaustiveness]: permite determinar o esfor¢co computacional que sera empregado na
exploragdo do espaco conformacional do ligante durante o docking. Caso desativado, sera
utilizado o valor padrdo do sistema de docking. Caso ativado, seré apresentado o input para

insercdo de valor.

X - [Energy Range]: permite determinar a diferenca méaxima de energia aceita entre as
conformagdes em kcal/mol. Caso desativado, sera utilizado o valor padrdo do sistema de

docking. Caso ativado, sera apresentado o input para insercdo de valor.

xi - [Flex]: permite informar se sera realizado o docking flexivel. Nessa modalidade, aceita-
se que certos residuos na proteina alvo escolhido pelo usuério possa ter liberdade de
movimentos. Caso ativado, seré apresentado novos campos na tela, para serem inseridos 0s
residuos da proteina que deseja tornar flexivel, no formato cddigo de residuo de 3 letras e id,
tipo “TRP86” (um triptofano na posicdo 86 na sequéncia primaria). Uma vez ativada, a
informacdo dos residuos é obrigatdria, e a interface garante por meio de validacéo se 0 campo
foi devidamente preenchido ou ndo. Além disso, é necessario informar a cadeia (CHAIN)
vinculada, ela ja pré-definida a partir da sele¢do feita na etapa ‘General Info’. Apos o
preenchimento, deve-se confirmar a inser¢do por meio do botdo ‘Increase’, a informagao de
residuos sera colada em uma tabela linha a linha.

xii - [Num Modes]: permite informar o valor do nimero de poses maximas que serdo geradas
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pelos sistemas de docking. Caso desativado, sera utilizado o valor padrdo do sistema de

docking. Caso ativado, sera apresentado o input para insercédo de valor.

xiii - [CPU]J: permite informar o nimero de CPUs que serd utilizado no processo de docking.

O valor default é 1.

ProtCool - Dynamic Configs Docking
Center X -14,041 CenterY -42,654 Center Z 28419
® [ ] ®
Size X 25 Size Y 25 Size Z 25
[ [ ] L]
Consider Hydrogens In The Protein Exhaustiveness: Chains: Flex Docking:

Consider Hydrogens In The Ligand
@D Exhaustiveness
@D Energy Range

Energy Range:

@D Flex 1
@D Num Modes Num Modes:
10
CPU Number:
1
" Flex Docking Action

o ATRPBG
1 ATYR124
2 ASER203
3 ATYR337
4 AHIS447

o

Figura 18. Tela para informar os pardmetros referentes ao docking.
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ProtCool - Dynamic Configs Dacking
Center X -14,041 Center Y -42,654 Center 7 28419
® ® ®
Size X 25 SizeY 25 Size 7 25
[ ] [ ] ®
Consider Hydrogens In The Protein Exhaustiveness: Chains: Flex Docking:
Consider Hydrogens In The Ligand [ o I A « | [rees

@D Exhaustiveness
@D Energy Range
@D Flex

@D Num Modes [ o I

Energy Range cannot be empty!
Num Modes:

Num Maodes cannot be empty!
CPU Number:

l l

CPU Number cannot be empty!

# Flex Docking i

Exhaustiveness cannot be empty!

Energy Range:

»
2
o
3

Q A:TRP8G
1 ATYR124
2 A:SER203
3 ATYR337
4 A:HIS447
s

Figura 19. Demonstracdo da valida¢do dos campos vazios na tela 'Docking’.

Ao avangar para a proxima tela por meio do botdo ‘Next’ as validagdes dos campos na
interface em JavaScript serdo disparadas, ndo é permitido que avance sem que todos 0s campos
estejam devidamente preenchidos. Se caso houver algum erro de preenchimento, algumas
informacdes de erros serdo apresentadas ao usuario, mostrando os campos que devem ser corrigidos.

Se todos os campos foram devidamente preenchidos, a ferramenta avanca para a proxima tela

(etapa) chamada ‘Protonation’.

5.2.4 Etapa Protonation

A etapa consiste em executar o processo de protonacdo, ou seja, a inser¢do de hidrogénios,
conforme ja explicado antes.

Para realizacdo da protonacdo foi escolhido o sistema H++ e seu site web (ONUFRIEV,
2005). Porém, toda interatividade é feita pelo site e até o presente momento que se confecciona este
trabalho eles ndo possuem softwares e API’s desenvolvidas para facilitar a troca de informag¢des com

ferramentas externas. Portanto, o ProtCool 2.0 implementa uma web crawler (ou spider bot) que
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extrai informacbes desejadas do site H++ Para tanto, utilizam-se os aplicativos Selenium
(“WebDriver”, [s.d.]) e Geckodriver (“Geckodriver”, 2023). Esses softwares, normalmente, sao
utilizados para realizar teste automatico de sistemas em ambientes web. Dessa forma, a partir de dados
fornecidos de entrada, acessa-se remotamente a interface sem interacdo humana, realiza-se o
preenchimento dos dados e dispara-se um comando de execucao.

Ap0s o preenchimento dos campos desta etapa é disparado a execucdo da web crawler no
backend, no qual ele acessa o navegador (servidor), entra com os dados, aguarda o processamento e
ao final retorna o PDB gerado. Esse arquivo fica armazenado em uma pasta temporaria no servidor

que serd abordado mais a frente. Entre os campos a serem preenchidos, temos:

i - [Salinity]: permite informar a salinidade do sistema no H++, sendo o valor padrdo no H++:
“0.15”.

ii - [Internal Dielectric]: permite informar o valor da constante ‘Internal Dieletric’ no H++,

sendo o valor padrdo no H++: “10”.
iii - [External Dieletric]: permite informar valor da constante ‘External Dieletric’ no H++,
sendo o valor padrao: “80”.

iv - [pH]: permite informar o pH do sistema ao H++, sendo o valor padrédo no H++: 6.5.

v - [Correct Orientation]: permite corrigir a orientacdo dos grupos ASN, GLN e HIS. Essa

opcao adiciona os &tomos de H, com base nos contatos de van der Waals.

Na versdo ProtCool 2.0, os parametros abaixo sdo fixos no valor default:

vi - [Box]: permite informar o tipo de caixa onde o solvente se encontra. Entre os valores

possiveis temos.: ‘No’ (default), ‘Cubic’ ou ‘Octahedral’.

vii - [Water Model]: permite informar o modelo de agua do sistema. Entre os valores possiveis
temos.: ‘OPC’ (default) e “TIP3P’.

viii - [Dist Solvente]: permite informar a distancia do solvente na caixa. Default em 10.
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iX - [Contra lons]: permite informar se serdo adicionados ions. Entre os valores possiveis
temos.: “No” (default), “Neutralize using Na+/Cl-“, “Add the following ions”, “Neutralize
and Add ions”.

X - [lons Add 1]: permite informar qual ion sera adicionado. Entre os valores temos.: --
(nenhum, o default), Na+, Cl-, Ca2+, K+, Li+, Mg2+, Mn2+.

xii - [Number Add 1]: permite informar o nimero de ions que serdo adicionados. Default em
0.

xiii - [lons Add 2]: permite informar qual ion seré adicionado. Entre os valores temos.: --
(nenhum, o default), Na+, Cl-, Ca2+, K+, Li+, Mg2+, Mn2+.

xiv - [Number Add 2]: permite informar o nimero de ions que serdo adicionados. Default em
0.

xv - [lons Add 3]: permite informar qual ion sera adicionado. Entre os valores temos.: --
(nenhum, o default), Na+, Cl-, Ca2+, K+, Li+, Mg2+, Mn2+.

xvi - [Number Add 3]: permite informar o nimero de ions que serdo adicionados. Default em
0.

Como toda tela até aqui, ao avangar por meio do botdo ‘Next’ ¢ disparado a validacdo dos
campos para garantir o correto preenchimento. Uma vez correto parte-se, para a proxima tela

"Solvation and lonization™.
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ProtCeol - Dynamic Configs Protonation

Salinity: Box Solvent: Dist Solvente:

0,15 No ~ 10
Internal Dielectric: Water Model: Contra lons:
10 OPC v No v
External Dielectric: lons Add 1: Number Add 1:
80 - ~ 0
PH 7 lons Add 2: Number Add 2:
@ - ~ 0
@D Correct Orientation lons Add 3: Number Add 3:
- v 0
o

Figura 20. Tela para preenchimento dos paramentos referentes a protonag&o.

5.2.5 Etapa Solvation/lonization

Seguindo o workflow de preparacdo da dindmica, esta etapa € o momento em que 0
pesquisador informa dos dados referentes a solvatacdo e ioniza¢do. Dentre 0s campos necessarios, 0

pesquisador deve informar:

i - [Water Box]: permite informar o modelo de agua a ser utilizada durante a dindmica. A
versdo web do ProtCool aceita apenas 0 modelo AMBER TIP3PBOX 12, representando guas
com 3 pontos de carga (TIP3P) com condig¢des de borda periddica (BOX), em caixas de 12 A
de tamanho. Isso implica numa célula unitaria que se repete a cada 12 A ao longo de cada

dimenséo.

ii - [lonize]: permite informar o valor utilizado para realizar a ionizagédo do sistema (fragéo).

O valor default é “0.15”, emulando condicdes fisioldgicas.

iii - [lons]: permite informar quais ions serdo utilizados para ionizar o sistema. Na versao
ProtCool 2.0, sdo default Na+ e ClI-.
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ProtCool - Dynamic Configs Solvation lonization

Water Box:
TIP3PBOX 12

lonize Percentage:
015

lons:

-

Figura 21. Tela para preenchimento dos paramentos referentes a solvatacéo e ionizagéo.
5.2.6 Simulation

A Ultima etapa do ProtCool 2.0 conforme o workflow é referente a preparacdo da simulacao.
Nela o pesquisador deve informar os pardmetros e as configuragcdes necessarias para a execucao a
dindmica molecular pelo NAMD (NELSON, 1996).

Esta etapa pode ser subdividida em outras, conforme desejo do usuario. Em geral, alocam-se
uma ou mais etapas para a minimizacdo de energia do sistema, seguida por outras etapas de
relaxamento atdmico de forma gradual, definindo tempos de simulagéo para cada uma. Por exemplo:
primeiro pode-se restringir todos os 4&tomos da proteina e ligante, relaxando apenas o resto, como
agua e ions; depois, continuar restringindo os &tomos da proteina, mas liberando o ligante; agora, ja
libera alguns 4tomos da proteina, mas apenas aqueles mais préximos do ligante, como num raio de
5A, que ndo sejam do backbone; o mesmo que antes, mas ampliando o raio para 10 A; liberando todos
0s atomos, mas restringindo ainda o backbone; liberando geral, mas por um certo tempo limitado; se
uma andlise prévia indicar equilibracdo, libera todo o sistema para rodar a dinamica molecular efetiva
e produtiva num tempo longo.

As subetapas de relaxamento gradual compdem a fase de equilibracdo. Essa liberacdo gradual
dos movimentos visa trazer o sistema para um estado de equilibrio térmico, eliminando
inconsisténcias nas posi¢oes e velocidades do sistema, algo essencial para gerar uma simulacdo mais
realista e confidvel. Atingida a equilibracdo, a simulagdo pode entrar num estado produtivo, num
tempo mais longo, que costuma ser o objetivo principal de toda dindmica molecular. E da fase de

producdo que vao emergir os principais resultados e analises do comportamento dindmico do sistema,
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que no ProtCool 2.0 representa o complexo proteina-ligante imerso em solvente. Nesta versdo do

ProtCool, sdo 14 possibilidades para o campo [Free]:

i - Agua livre: — permite liberar ou deixar sem restri¢do as moléculas de gua do sistema. Usa-

se o valor.: “Water”.

ii - fons livres - permite liberar ou deixar sem restrigdo os ions Na+ e Cl- durante a simulac&o.

Usa o valor.; "lons"

iii - Ligante livre - permite liberar ou deixar sem restricdo os ligantes durante a simulacao.

Usa o valor.: "Ligand”.

iv- Liberar apenas hidrogénios nos ligantes - nesse caso, libera os hidrogénios do ligante, de

forma que eles ficam livre e os demais atomos continuam restritos. Usa o valor.: “LigandH”.

v - Cadeia lateral do ligante - informa a simulacdo que toda cadeia lateral do ligante deve ficar

livre. Usa o valor.: “SCLigand”.

vi - Cadeia lateral da proteina - informa a simulacdo que toda cadeia lateral da proteina deve

ficar livre. Usa o valor.: “SCProtein”.

vii - Proteina livre - informa a simulacdo que a proteina inteira ficara livre. Usa o valor.:

“Protein”.

viii - Cadeia da proteina - informa que a cadeia especificada ficara livre. Usa o valor.:

“ProteinChain A” ou “ProteinChain X”’; no qual X ¢ a cadeia informada.
ix - Cadeia lateral de uma cadeia da proteina - informa que todos os &tomos da cadeia lateral
de uma das cadeias ficardo livres. Usa o valor: SCProteinChain A ou SCProteinChain A; no

qual X é a cadeia informada.

X - Cadeia lateral de um dado residuo - informa que a cadeia lateral daquele residuo
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especificado ficara livre. Usa o valor: SC TRP A 86.

xi - Residuo livre - informa que o residuo especificado fica livre. Usa o valor.: “TYR A 72”.

xii - Liberar N residuos no inicio de uma cadeia da proteina - informa a quantidade de residuos
desejado pelo pesquisador no inicio da cadeia da proteina estara livre. Usa o valor:
“ProteinBegin A 5.

xiii - Liberar N residuos no fim de uma cadeia da proteina - informa a quantidade de residuos

desejados pelo pesquisador no fim da cadeia da proteina ficara livre. Usa o valor: “ProteinEnd

A 107

Xiv - Tudo livre - todo o PDB fica livre (proteina, ligante, ions ¢ agua). Usa o valor: “ALL”.

Nesse ponto, é importante ter atencao, pois € necessario respeitar uma hierarquia no momento
de inserir as restrigdes na tabela ‘Free’, para que ndo haja sobrescrita de funcionalidades. Como
exemplo, se o pesquisador colocar LigandH na 12 ordem e Ligand na 2°, o ligante ficara todo livre e
n&o apenas os hidrogénios. Segue hierarquia das restri¢oes.:

1% Water e lons — s6 tem a possibilidade de deixar livre ou ndo. N&o sao sobrescritos por

nenhum outro a nao ser quando coloca a opgao “ALL”.

2°: Ligante — As opgdes sdo “LigandH”, “SCLigand” e “Ligand”. Nessa ordem de sobrescrita,
lembrando que o “SCLigand” s6 ocorre no caso de ligantes do tipo peptidico. Sobrescrito

quando seleciona “ALL”.

3% Residuo — SC TRP A 86, TRP A 72. Nessa ordem de sobrescrita. 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 opcéo de cadeia e proteina, pois pode afetar o resultado.
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4% Cadeia da Proteina — “SCProteinChain A”, “ProteinBegin A 5”, “ProteinEnd A 107,
“ProteinChain A”. Considerando os itens que levam em consideracao as cadeias das proteinas,
esta é a ordem se sobrescrita dentro da cadeia. Porém, como séo parte da proteina, no caso de
selecionar a restricdo da proteina inteira, ela é sobrescrita, ou seja, mesmo falando que queira
a restricdo apenas da cadeia lateral da cadeia A da proteina, se colocar também a opcao
Protein, toda a proteina ficara livre. Sobrescrito quando seleciona “ALL”. Ficar atento ao

selecionar junto qualquer opcéao de proteina e residuo, pois pode afetar o resultado.

5° Proteina — “SCProtein”, “Protein”. Nessa ordem de sobrescrigdo. Sobrescrito quando
seleciona ALL. Ficar atento ao selecionar junto qualquer opcao de cadeia e residuo, pois pode
afetar o resultado.

ProtCool - Dynamic Configs Simulation

NAMD CPU Cluster:

24 B

@D cuda
@D Sstart
Temperature: Free: First Time Step:

# Free Action

0 Water

1 Ligand

2 SCProtein
Scnb: Consexp: Conskcol:

2 2 B
Exclude: Scaling: Cutoff:

scaled1-4 1 12
Switchdist: Pairlistdist: Timestep:

10 135 2.0 # 2.0 fs/step
RigidBonds: NonbondedFreq: FullElectFrequency:

all :# needed for 2fs steps 1 2
Stepspercycle: Langevin: LangevinDamping:

10 on # do langevin dynamics 2 # damping coefficient (gamma) of 2/ps
LangevinHydrogen: Use Group Pressure: langevinPistonTarget:

off # don't couple langevin bath to hydrogens yes ;# needed for rigidBonds 1.01325;# inbar-> 1 atm

Figura 22. Parte da tela para preenchimento dos paramentos referentes a simulagéo.

Ap0s o preenchimento da tabela ‘Free’ o pesquisador deve informar o restante dos parametros
referente a simulacdo em geral. Alguns campos ja sdo apresentados preenchidos com valores default,
sendo alguns valores fixos na versdo ProtCool 2.0. Geralmente, trata-se de pardmetros que serdo

usados na maioria das simulacGes. Vale ressaltar que as propriedades, formatacdes e correto
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preenchimento desses campos segue rigorosamente os padrées informados na documentacdo da
ferramenta NAMD (NELSON, 1996), ou seja, para maiores detalhes sobre o correto preenchimento
e opgBes permitidas, deve-se consultar a documentagdo desta ferramenta. A seguir é apresentado as

instrucdes para preenchimento dos campos.:

i - [Temperature] — permite informar a temperatura inicial (em Kelvin) para o sistema. Esta
opcdo ira gerar uma distribuicdo de velocidade aleatoria para as velocidades iniciais de todos
o0s 4tomos de modo que o sistema esteja na temperatura desejada. Exemplo: <300°.

ii - [First Time Step] - permite informar o intervalo de tempo em femptossegundos a ser
utilizado no inicio das simulagGes. Constitui o passo de tempo no qual posicoes e velocidades
dos &tomos sédo integradas. Para assegurar maior estabilidade do sistema durante equilibracéo,
0S passos iniciais podem ser menores que os das fases de producdo. Se for zero, assume-se

direto a fase de producéo. O valor default é zero, e ndo deve ser maior que o Timestep.

iii - [Scnb] - permite informar o fator de escala aplicado as forcas de van der Waals e

Coulombicas. Valor padrao: <2.0°.

iv - [Consexp] - permite informar o valor usado como expoente na equagdo de forga da
restri¢do harmonica. O valor padrao para a fun¢do de restricdo de energia harmoénica ¢ ‘2, ou

seja, um expoente quadratico.

v - [Conskcol] - permite informar em que coluna buscar a restricdo harmonica no arquivo
PDB. Valores aceitaveis sdo X, Y, Z, O ou B, indicando as coordenadas (X,y,z), ocupancias
ou beta-coupling (um fator relacionado a temperatura ou grau de agitacdo do atomo). Valor
default é “B”.

vi - [Exclude] - permite informar quais pares de atomos ligados devem ser excluidos das
interacGes ndo ligadas. Nesse campo, temos vérias possibilidades que serdo relatadas a seguir.
e ‘none’: nenhum par de atomos ligados sera excluido.
e ‘1-2’:todos os pares de &tomos diretamente conectados por meio de uma ligagéo linear

serdo excluidos.
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e ‘1-3’:todos os pares 1-2 serdo excluidos junto com todos os pares de atomos que estéo
ligados a um terceiro &tomo comum.
e ‘1-4’: todos os pares 1-3 serdo excluidos junto com todos os pares de atomos
conectados por um conjunto de duas ligagdes.
e ‘scaledl-4’: todos os pares 1-3 sdo excluidos e todos os pares que correspondem aos
critérios 1-4 sdo modificados.
Valor default: ‘scaled1-4’.

vii - [Scaling] - permite informar o pardmetro que contém o fator de escala para interacdes
eletrostaticas 1-4. Este fator é usado apenas quando o parametro 'Exclude’ é definido como
scaled1-4. Valor default é <1.0".

viii - [Cutoff] - permite informar a distancia maxima a partir do qual interacGes serdo
negligenciadas para ambos os célculos eletrostaticos e de van der Waals. Valor default é 12
A,

vix - [Switchdist] - permite informar a distancia na qual a funcdo switching vai a zero. Essa
fungdo gradualmente decresce as forgas de van der Waals até atingir zero em “switchdist”.
Portanto, o valor de “switchdist” deve ser sempre menor que o de “Cutoff”. Valor default é
10.

X - [Pairlistdist] - Informa a distancia a partir da qual todos os pares de &tomos dentro dessa
distancia formardo uma lista para célculos de interacfes. Pares de atomos com distancias

maiores serdo ignorados. Valor default: 13.5 A.

Xi - [Timestep] - Constitui o passo de tempo no qual posicoes e velocidades dos atomos sdo

integradas num regime em producdo. Valor default: 2.0 femtossegundos.

xii - [rigidBonds] - Parametro que define limitagdes ao movimento de hidrogénios ligados a
certos grupos de d&tomos. Valor default ¢ “all”, o que faz que fiquem rigidos os hidrogénios

das aguas e de outros &tomos aos quais possam estar ligados.
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xiii - [NonbondedFreq] - permite informar o nimero de TimeSteps que intera¢fes nao-ligadas

de curto alcance devem ser calculadas. Default: 1.

xiv - [FullElectFrequency] - permite informar o nimero de TimeSteps que interacdes

eletrostaticas devem ser calculadas. Default: 2.

XV - [Stepspercycle] - Define o nimero de TimeSteps depois do qual a lista de pares de &tomos

serd atualizada. Default: 10.

xvi - [Langevin] - permite informar se a dindmica de Langevin esti ativa ou ndo. Essa
dindmica inclui termos estocasticos nas equac¢Ges do movimento no intuito de simular

flutuacOes térmicas e dissipagdes no sistema. Default: on.

xvii - [LangevinDamping] - E um valor associado ao ajuste da “damping force” nas dinamicas
de Langevin. Confere viscosidade ao sistema, atuando como uma forca friccional, contréria

ao movimento. Default: 2.

xviii - [LangevinHydrogen] - permite informar se a dindmica de Langevin serd aplicada nos

atomos de hidrogénio ou ndo. Default: ‘off’.

xix - [Use Group Pressure] - permite informar se a pressdo serd calculada utilizando-se a
energia atbmica virial e cinética (o padrdo), ou se sera usada uma energia virial pseudo-

molecular baseada em grupos de hidrogénio. Default: “yes”.

xX - [langevinPistonTarget] - permite informar o valor da pressdo desejada para o “pistdo” de
Langevin, técnica usada para manter a pressdo constante variando volumes de uma camara
virtual envolta ao sistema. Uma pressdo tipica seria 1.01325 bar, que corresponde a pressdo
atmosférica ao nivel do mar.

xXi - [LangevinPistonPeriod] - Controla a frequéncia com que o volume da camara virtual

sera atualizado em simulacdes de pressdo constante. Default: 100 (fs).

xxii - [LangevinPistonDecay] - Determina qudo rapida a alteragdo de volume da camara
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virtual retorna ao seu valor de equilibrio. Geralmente, € um valor igual ou menor que

‘LangevinPistonPeriod’. Default: 50 (fs).

xxii - [RestartFreq] - permite informar a frequéncia com que as simulacdes serao salvas em
disco como um arquivo de reinicializacdo. Esse arquivo pode ser usado para reiniciar a
simulacéo a partir daquele ponto, evitando sua reexecucéo a partir do inicio de novo. Default:
1000 TimeSteps.

xxiii - [dcdfreq] - permite informar a frequéncia com que as simulagdes serdo salvas em disco
como um arquivo binario formato DCD (Double-precision Coordinate Dump). Esses arquivos
sdo Uteis para as analises de trajetorias. Default: 2000 TimeSteps.

XXiv - [outputEnergies] - permite informar a frequéncia com que informacdes envolvendo as

energias da simulacgdo serdo salvas. Default: 1000 TimeSteps.

XXV - [outputPressure] - permite informar a frequéncia com que informac@es envolvendo as

pressdes da simulacdo serdo salvas. Default: 1000 TimeSteps.

xxvi - [Minimize] - permite informar sera feita minimizacdo de energia ou ndo. Para
configurar como sim, basta informar o nimero de passos na minimizacdo. Para ndo operar

minimizagdes, coloque “No”. Default: 1000.

xxvii - [Reinitvels] - Informa se as velocidades iniciais deverdo ser reinicializadas

randomicamente ou ndo a cada retomada de uma simulagao ja em curso. Default: “No”.

xxviii - [Simulation]: permite informar o numero de TimeSteps total de uma simula¢do em

producdo. Se esse campo estiver vazio, ndo terd tempo determinado de fim.

Os campos seguintes da tela séo todos "toggle buttons”, eles foram criados para permitirem
informagdes booleanas como ‘On’ e ‘Off” ou ‘Yes’ ou ‘No’, conforme se pede na documentagdo do

NAMD. Esses campos coordenam se 0s campos ja informados acima serdo utilizados ou néo.
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XXix - [Structure] - permite informar se os arquivos “.psf’. terdo os nomes colocados

automaticamente pelo sistema. Default: “On”.

XXX - [Restart] - permite informar se a simulacdo vai reiniciar a partir de uma simulacéo

anterior. Default: “On”.

XxXi - [Amber] - permite informar se deve usar o campo de forca de formato AMBER (CASE,
2008). Default: “On”.

xxxii - [Ambercoord] - permite informar o pardmetro que contém o arquivo de coordenadas
no formato AMBER. Esse componente ligado indica que ele serd preenchido

automaticamente pelo ProtCool 2.0. Default: “Oftf™.

xxxiii - [Constraints] - permite informar o valor usado na restrigdo harmoénica. Componente

ligado define se serd utilizada a restricdo harménica. Default: “On”.

xxxiv - [Read Exclusions] - permite informar se as exclusées do arquivo PARM serdo lidas.
O arquivo PARM fornece explicitamente informacdes de exclusdo completa (incluindo 1-4
exclusBes). Quando ‘Read Exclusions’ estiver ativado, 0 NAMD ler4 todas as exclusfes do
arquivo PARM e ndo adicionard mais nenhuma; alternativamente, se “Read Exclusions”
estiver desativado, o NAMD ignorara as exclusbes no arquivo PARM e as gerara
automaticamente de acordo com a politica de excluséo especificada em ‘Exclude’. Default:
“On”.

XXXV - [Para Type Charmm] - permite informar se os arquivos de parametro estdo ou ndo no
formato CHARMM (BROOKS, 1983). O formato X-PLOR ¢é o padrdo para arquivos de

parametros. Se tiver desativado, ndo sera considerado. Default: “Off”.

XXXVi - [Parameters] - permite ao Protcool 2.0 colocar o arquivo de parametros no arquivo de
configuracdo NAMD. Se tiver desativado, ndo seréa considerado. Se tiver ativado, o sistema

coloca o valor do nome do arquivo. Default: “Off”.
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XxXxvii - [Simulation Temperature] - permite informar se a temperatura sera habilitada por
meio da ativagdo do componente. Normalmente € ativado na primeira simulag&o e desativado
na Gltima, indicando como o NAMD tratard de onde recuperara a informacg&o na simulagéo.
Default: “On”.

xxxviii - [Switching] - Se esse parametro estiver ativado, fungGes de suavizagdo serdo

aplicadas as forgas eletrostatica e de van der Waals. Default: “On”.

xxxiL - [PME] - permite informar se a Malha ou Gride de Particulas Ewald (Particle Mesh
Ewald) para célculo de forcas eletrostaticas sera usada como técnica de condicao periddica de
controle. Default: “On”.

XL - [Use Flexible Cell] - permite informar se a célula periddica poderd flutuar

independentemente ao longo de suas trés posic¢oes ortogonais. Default: “Off”.

XLi - [Use Constant Area] - permite informar se 0 NAMD devera manter as dimensdes da

celula unitaria constantes enquanto permite flutuagdes ao longo do eixo z. Default: “Off”.

xLii - [LangevinPiston] - permite informar se o controle de pressédo do pistdo de Langevin

deve estar ativo ou ndo. Default; “On”.

xLiii - [wrapAll] - permite envolver todas as coordenadas em torno de limites periodicos. Esta
opcdo aplica uma translagdo ao centro de massa de cada molécula ou sob aglomerado contiguo
de atomos ligados para manté-lo dentro da célula unitaria. Default: “On”.
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Structure @D Read Exclusions @D PME
@D Restart Para Type Charmm Use Flexible Cell
@D Amber Parameters Use Constant Area
AmberCoord @D sSimulation Temperature [ o] Langevin Piston
@D Constraints @D switching @D wrapall
Simulation Minimize
1 100000 ; #200 ps Water; Ligand; SCProtein; 1000
2 100000 ; #200 ps Water; 1000
3 100000 ; #200 ps Ligand; Water; 1000

Figura 23. Parte final da tela para preenchimento dos paramentos referentes a simulagéo.

Com todos os campos da etapa ‘Simulation’ preenchidos, o pesquisador pode agora guardar
todas estas informagdes ao pressionar o botdo ‘Simulation’. Uma instincia de simulagdo serd
adicionada em tabela. Pode-se inserir quantas simulacdes desejar com diferentes parametros
selecionados conforme as estratégias de minimizagdo, de etapas de equilibracdo e de producdo

planejas pelo pesquisador.

Dynamic

Hit Numbering
ion Stage ##:

¢ Force Field Stage
# Ligand Force Field Generate #
¢ Prepare Vina Protein Force Field
orceField Vina Generate ####
¢ Tidy PDB 3 Vina and Smina ##
# NAMD P; ion Stage ###:
Search Vina G ico Center #2#2
¢ Set Vina PDB R T

¢ Set Namd Confi T Fxles.
¢ Set Script Namd Vina e Smina s##2##2222 = LS -

Downloads

Figura 24. Execucdo final da preparacéo da dinamica molecular.

Como ag¢ao final do ProtCool 2.0 o botao ‘Execute’ ficard ativo. Basta o pesquisador executa-

lo e todo processamento de preparacdo da dindmica molecular seré disparado (backend). Durante o
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processamento, é possivel acompanhar em tempo real todas as etapas de execu¢do em uma janela
modal. No final é disponibilizado para download o arquivo compactado com todos os arquivos de

preparacao necessarios para execucao da dindmica molecular efetiva.

6 ESTUDO DE CASO

Neste capitulo, serd demonstrado um estudo de caso do uso do ProtCool 2.0 Foi realizada a
preparacdo de um protocolo de ancoragem e dindmica molecular para o complexo envolvendo a
proteina acetilcolinesterase (4EY6) com o ligante galantamina (GNT), utilizado no tratamento do
Alzheimer. A escolha dessas moléculas deveu-se ao fato de possibilitar uma valida¢édo do ProtCool
2.0 por replicacdo de uma simulacdo certificada por pares em publicagdo internacional (ROCHA,
2017).

A galantamina liga-se a acetilcolinesterase, inibindo sua acdo e elevando os niveis do
neurotransmissor acetilcolina no cérebro, com efeitos positivos na capacidade cognitiva e de memoria
em pacientes com Alzheimer. Em (ROCHA, 2017), foi feito uma simulagédo de dindmica molecular
desse complexo, cuja etapa preparatoria envolveu scripts ad hoc dos proprios autores do artigo que
culminaram num complexo protocolo de 21 passos.

Aqui serdo apresentados como foi feito o preenchimento do ProtCool 2.0, detalhando todo o
wokflow de preparagdo da dindmica molecular para o complexo Acetilcolinesterase-Galantamina.
Posteriormente serdo realizadas analises em cima das dinamicas efetuadas a partir dos arquivos de
preparacdo gerados pelo ProtCool 2.0. Sera possivel demonstrar ao final que a preparacdo dos
arquivos de fato permitiu a simulacdo de dindmicas computacionais confiaveis, reproduzindo os
resultados de (Rocha, 2017)

1. General Info:
i — [Researcher]: ‘Moisés Souza’

il — [Email Address]: ‘moises.souza@ifsuldeminas.edu.br’

iii - [Language]: ‘Inglés’
iv—[PDB]: “4EY6’ (acetilcolinesterase)
v — [Define workflow steps]:

= Prepare (On),

= Protonation (On),

= Prepared Namd (On),
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= Molecular Model (On),
= Execution Force Field (On),
= Docking (On),
= Vina (On).
vi — [Chains]: ‘A’
vii — [Disulfide Bridges]: ‘CYS A 69 - CYS A 96°, ‘CYS A 257 — CYS A 272’, ‘CYS A 409
- CYS A529’.

ProtCool - Dynamic Configs General Info

Researcher: Define workflow steps:
[ o] Prepare - [ o] Docking -
Email address: Language: @D Protonation 4 @D Vina 4
-~
|mo|ses.souza@ifsuldeminas.edubr| v @ Prepare Namd Smina
Hydrogen Heteroatom
Provide a PDB ID= @D Molecular Model 4 Water
@D Execution Force Field *
4EY6)
Model:
f
Model: Not Found
Chains:
B Chain: A Chain: B

Disulfide Bridges:
1 e
CYSABY9-CYSA9 CYSA257-CYSA272 B CYSA409-CYSAS2

CYSB69-CYSBO9% CYSB257-CYSB 272 CYS B 409 - CYS B 529

Figura 25. Preenchimento dos campos da etapa ‘General Info” (4EY6 - GNT).

2. Ligands:
i — [ZINC]: ‘On’
ii — [Ligand]: ‘ZINC00491073’
il — [Name Ligand]: ‘gnt’ (galantamina)
iv - [Ligand Code]: ‘GNT’ (galantamina)
v — [NumDoc]: ‘1’
vi — [Force Field]: ‘~/amber18/dat/leap/cmd/oldff/leaprc.ffO9SB’
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@ zne ~ File/MOL2
Ligand: Name Ligand:

s | E

Ligand Code: NumDoc:
GNT

Farce Field:

|-/amber18/dat/leap/cmd/oldffileaprc f995B |

Increase

# Ligands Name Ligand Code Ligand Force Field Num Doc Action

0 IZINCDO491073 gnt GNT ~/amber18/dat/leap/cmd/cldff/leaprc.ffO9SE 1 I

e

Figura 26. Preenchimento dos campos da etapa ‘Ligands’ (4EY6 - GNT).

3. Docking:
i — [Center X]: ©-14.041°
il — [Center Y]: ©-42.654°
iii — [Center Z]: ‘28.419’
iv - [Size X]: ‘25
V- [Size Y]: ‘25’
v —[Size Z]: ‘25’
vi — [Flex]: ‘On’
Vvii - [Num Modes]: ‘On’ e ‘10’
viii - [CPU Number]: ‘1’
iX - [Flex Docking]: ‘A:TRP86’, ‘A:TYR124’, ‘A:SER203’, ‘A:TYR337’, ‘A:HIS:447’
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Center X -14,041] Center Y -42 654 |Center 7 28419

L [ ] [ ]
Size X Size ¥ Size 7
L] [ ] [ ]
Consider Hydrogens In The Protein Num Modes: Chains: Flex Docking:

Consider Hydrogens In The Ligand ~ | | TRPS6

Exhaustiveness
CPU Number:
Energy Range

@D Flex =
@D Num Modes re

# Flex Docking Action

0 ATRP86 Delete

1 ATTYR124 Delete

2 ASER203 Delete

3 ATYR337 Delete

4 AHIS447 Delete

E

Figura 27. Preenchimento dos campos da etapa ‘Docking’ (4EY6 - GNT).

4. Protonation:
i — [Salinity]: ‘0.15’
ii — [Internal Dieletric]: ‘10’
iii — [External Dieletrica]: ‘80’
iv-[pH]: 7
Vv - [Box Solvent]: ‘No’
v — [Water Model]: ‘OPC’
vi — [lons Add 1]: N&o informado
vii - [lons Add 2]: N&o informado
viii — [lons Add 3]: N&o informado
ix - [Dist Solvente]: <10’
X —[Contra lons]: ‘No’
Vi — [Number Add 1]: ‘0’
Vii - [Number Add 2]: 0’
Viii — [Number Add 3]: ‘0’
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ProtCool - Dynamic Configs Protonation
Salinity: Box Solvent: Dist Solvente:
0.15 v
Internal Dielectric: Water Model: Contra lons:
g v
External Dielectric: lons Add 1: Number Add 1
tl v [
PH \ons Add 2: Number Add 2:
o = . @
@D Correct Orientation -~ ons Add 3: Number Add 3:
= ~ [

Figura 28. Preenchimento dos campos da etapa ‘Protonation’ (4EY6 - GNT).

5. Solvation / lonization:
i — [Water Box]: ‘TIP3BOX 12’
il — [lonize Percentage]: ‘0.15’

iii — [lons]: ‘Na+’, ‘CI-’

ProtCool - Dynamic Configs Solvation lonization

Water Box:
lonize Percentage:
0,15

lons:

e

# lons Action
o>

Figura 29. Preenchimento dos campos da etapa Solvation/lonization (4EY6 - GNT).

6. Simulation:

Essa etapa foi inserida varias configuracdes para cada etapa da simulacdo desejada, ao todo 9
etapas. Na figura 29 os campos destacados em vermelho sdo 0s parametros que permaneceram comuns
a todas as simulagdes. Ao passo que os campos destacados em verde houve alteracdes de simulagdo

para simulacéo.

1° - Simulagéo - Minimizagéo

Nesta etapa é feita apenas a minimizacao de energia, em 1000 passos. Essa minimizagédo faz
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com que possiveis falhas nos posicionamentos dos atomos que estavam no PDB original ou sejam
decorrentes das acBes do workflow das etapas anteriores possam ser mitigadas. Atomos
anomalamente proximos geram energias altas, e a minimizacdo dessas energias pode reposicionar

esses atomos em condi¢fes mais realistas.
Abaixo, os pardmetros desta etapa:
i — [NAMD CPU Cluster]: ‘24’

ii — [Cuda]: ‘On’

iii — [Start]: ‘On’

iV - [Temperature]: <300’

v - [Free]: Para cada simulacdo foi inserida parametros diferentes. Na 12 simulacdo, foram

apenas inseridos a liberacdo de adguas e ions.: ‘Water’, ‘lons’

Vi - [First Time Step]: ‘0’

vii - [Scnb]: 2’

viii - [Conexp]: 2’

ix - [Conskcol]: “12°

X - [Exclude]: ‘scaled1-4’

Xi - [Scaling]: ‘1’

Xii - [Cutoff]: ‘12’

xiii - [Switchdist]: ‘10’

Xiv - [Pairlistdist]: ‘13,5’

XV - [Timestep]: 2.0 ;#2.0 fs/step’

xvi - [RigidBonds]: ‘all ;# needed for 2fs steps’
Xvii - [NobondedFreq]: ‘1’

xviii - [FullElectFrequency]: ‘2’

XiX - [Stepspercycle]: ‘10’

XX - [Langevin]: ‘on ;# do langevindynamics’
xXi - [LangevinDamping]: ‘2 ;# damping coefficient (gamma) of 2/ps’

xXii - [LangevinHydrogen]: ‘off ;# don’t couple langevin bath to hydrogens’



xXiii - [Use Group Pressure]: ‘yes ;# needed for rigidBonds’
xxiv - [langevinPistonTarget]: ‘1.01325 ;# in bar -> 1 atm’
XXV - [LangevinPistonPeriod]: ‘100’

xxvi - [LangevinPistonDecay]: ‘50’

xxVii - [RestartFreq]: ‘1000 ;# 1000steps = every 2 ps’
xxviii - [dcdfreq]: 2000’

XXiX - [outputEnergies]: 1000’

XXX - [outputPressure]: <2000’

XXXi - [Minimize]: ‘1000’

xxXii - [Reinitvels]: ‘No’

xxXiii - [Simulation]: ‘No’

XXXiV - [Restart]: ‘Off’

XXXV - [Amber]: ‘On’

XXXVi - [Constrainst]: ‘On’

xxxvii - [Read Exclusions]: ‘On’

XXXViil - [Simulation Temperature]: ‘On’

XXXiX - [Switching]: ‘On’

XL - [PME]: ‘On’

XLi - [Langevin Piston]: ‘On’

xLii - [wrapAll]: ‘On’
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NAMD CPU Cluster:

Simulation

@D Cuda
@D start
Temperature: Free: First Time Step:
B
# Free
:
Senb: Consexp: Conskcol:
Exclude: Scaling: Cutoff:
m
Switchdist: Pairlistdist: Timestep:
RigidBonds: NonbondedFreqg: FullElectFrequency:
all ;# needed for 2fs steps E
Stepspercycle: Langevin: LangevinDamping:
I 2 # damping coefficient (gamma) of 2/ps I
LangevinHydrogen: Use Group Pressure: langevinPistonTarget:

|off :# don't couple langevin bath to hyd mgzﬁl

LangevinPistonPeriod:

dedfreq:

Minimize:

Structure

Restart -
@D Amber

AmberCoord
@D Constraints

yes :# needed for rigidBonds

LangevinPistonDecay:

outputEnergies:
Reinitvels:

MNo

‘) Read Exclusions
Para Type Charmm
Parameters
@D Simulation Temperature
@D switching

1.01325 # in bar -» 1 atm

RestartFreq:

[ 1000 :# 1000steps = every 2 ps |

outputPressure:

Simulation:

@ rME
Use Flexible Cell
Use Constant Area
@D Langevin Piston
@D wrapAll

Figura 30. Preenchimento dos campos da etapa ‘Simulation’ (4EY6 - GNT).
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Para os pardmetros da 2% simulacdo até a ultima e 9° simulacdo apenas as opc¢Oes descritas

abaixo sdo alteradas como:

2° - Simulacéo - aguas e ions livres

Esta etapa d& inicio ao processo de equilibragdo do sistema. Todos os &tomos do sistema séo

mantidos fixos, excecdo as dguas e ions na caixa que engloba o complexo proteina-ligante. Dado que

cada TimeStep foi configurado para 2 femptossegundos, foram executados 100000 TimeSteps, ou 200

picossegundos (ps) de aguas e ions livres. O “Restart” em “On” garante que serdo mantidas as

posicoes e velocidades da etapa anterior.

Abaixo, 0s parametros desta etapa:

i — [Free]: ‘lons, Water’
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il - [Minimize]: ‘No’
iii - [Restart]: ‘On’

IV - [Simulation]: ‘100000 ; #200 ps’

3° - Simulacéo - ligantes, aguas e ions livres

Agora, além de aguas e ions, ficam irrestritos também os atomos do(s) ligante(s), tomando

outros 200 ps de simulacéo.

i — [Free]: ‘Ligand, Ions, Water’
il - [Minimize]: ‘No’
iii - [Restart]: ‘On’

IV - [Simulation]: ‘100000 ; #200 ps’

4° - Simulacéo - &tomos da proteina a 5A do ligante

Nessa etapa, além dos atomos da etapa anterior, sdo liberados atomos da cadeia lateral dos
residuos da proteina alvo que estejam a menos de 5A de distancia do ligante, ou seja, 0s &tomos mais
préximos. Mais 300 ps de simulacéo.

I —[Free]: ‘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, SCILE A 451, Ligand, Tons, Water’ - (Residuos a 5 A de distancia
do ligante.)

il - [Minimize]: ‘No’
iii - [Restart]: ‘On’

iV - [Simulation]: ‘150000 ; #300 ps’

5° - Simulacéo - atomos da proteina a 10A do ligante

Abre-se mais o raio do que ficara irrestrito. Além dos atomos da etapa anterior, sdo liberados
atomos da cadeira lateral dos residuos da proteina alvo que estejam a menos de 10A de distancia do

ligante. Outros 300 ps de simulagéo.

i — [Free]: ‘'SCGLN A 71, SCTYRAT72,SCVALA 73, SCASP A74,SCTHR A 75, SC
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LEUA76,SCTYRA77,SC PHE A 80,SCGLU A81,SCGLY A82, SCTHRAB83,SCGLUA
84, SC MET A 85, SC TRP A 86, SC ASN A 87, SC PRO A 88,SC TRP A 117, SC ILE A 118, SC
TYR A 119,SC GLY A 120, SCGLY A 121,SC GLY A 122, SCPHE A 123, SCTYR A 124,SC
SER A 125, SC GLY A 126, SC ALA A 127, SC LEU A 130, SC VAL A 132, SC TYR A 133, SC
TYR 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, SC ILE A 451, SC
GLU A 452, Ligand, lons, Water’ - (Residuos a 10A distancias do ligante).

il - [Minimize]: ‘No’
iii - [Restart]: ‘On’

iV - [Simulation]: ‘150000 ; #300 ps’

6° - Simulacéo - residuos da proteina a 10 A do ligante

A etapa anterior deixou irrestrito todos os 4&tomos da proteina a 10A do ligante. Agora,
estende-se para todos os atomos dos residuos que tenha pelo menos um atomo a 10A do ligante,

incluindo backbone. Também 300 ps de simulacéo.

i —[Free]: ‘GLNAT7L, TYRA72,VALAT73, ASPA74, THRA 75 LEUAT76, TYRAT77,
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 TRPA117,ILEA 118, TYRA119,GLY A120,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, lons, Water’ - (Residuos a 10A distancias do
ligante).

ii - [Minimize]: ‘No’
iii - [Restart]: ‘On’

IV - [Simulation]: ‘150000 ; #300 ps’

7° - Simulacéo - cadeia lateral dos residuos da proteina a 10 A do ligante

Volta a restringir os backbones, liberando apenas a cadeia lateral dos residuos a 10 A do
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ligante. 300 ps de simulacéo.

i — [Free]: ‘SCProtein, GLN A 71, TYR A 72, VAL A73, ASP A74, THR A 75, LEU A 76,
TYRAT7, 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 A88, TRPA117, ILEA 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, lons, Water’

il - [Minimize]: ‘No’
iii - [Restart]: ‘On’

iV - [Simulation]: ‘150000 ; #300 ps'

8° - Simulacéo - pré-producao
Libera geral, numa pré-producdo de 2 milhdes de TimeSteps, ou 4 nanossegundos (ns). A

intencdo aqui € verificar se o sistema atingiu uma equilibracdo adequada.

i — [Free]: ‘ALL’
il - [Minimize]: ‘No’
lii - [Restart]: ‘On’

iv - [Simulation]: ‘2000000 ; #4 ns’

9° - Simulacgéo - produgéo
Agora sim, vem a preparacao da simulacdo produtiva efetiva num tempo mais longo, no caso,

10 milhdes de TimeSteps ou 20 ns.

i —[Free]: ‘ALL’
il - [Minimize]: ‘No’
lii - [Restart]: ‘On’

IV - [Simulation]: ‘10000000 ; #20 ns’
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# Free ize  Action

1 No Water; lons; 1000
100000 ;

2 s200ps fons; Water 20
100000 ; .

3 Ligand; lons; Water; No
#200 ps

15 B SC ASP A 74; SC TRP A 86; SC GLY A 120; SC GLY A 121; SC GLY A 122; SCTYR A 124; SC SER A 125; SC TYR A 133; SC GLU A 202; SC SER A 203;
4 #300 s‘ 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; SCILE A No
P 451; Ligand; lons; Water;

SCGLN A71;SCTYRA72; SCVALA 73; SC ASP A 74; SCTHR A 75; SC LEU A 76; SC TYR 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; SCTRP A 117; SCILE A 118; SCTYR A 119; SC GLY 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; SC
150000 ; TYR 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; SCGLN A
#300 ps 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; SCTYR 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; SC ILE A 451; SC GLU A 452; Ligand; lons; Water;

GLNA71; TYRA 72; VALA 73; ASP A74; 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 A87; PROA8S; TRPA 117; ILEA 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
150000 ; 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 No
#300 ps 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; lons; Water;

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; ILEA 118; TYR A 119; GLY A 120; GLY A 121; GLY A 122; PHE A 123; TYR A 124; SER A 125; GLY A
7 150000 ; 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; No
#300 ps 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; VALA
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; lons; Water;

2000000 ;

8 ! ALL No Delete
#4ns
10000000 ;

9 ALL; No Delete
#20ns

Figura 31. Preenchimento de todos os campos de todas as simulagGes - de 1 a 9 na etapa ‘Simulation” (4EY6 - GNT).
Ao terminar o processamento do ProtCool 2.0, serd gerado o arquivo ‘4EY6.zip’ (uma

referéncia ao codigo PDB alvo selecionado), nele estara todos os arquivos gerados e tratados pelo

ProtCool 2.0 para realizar a dinamica pelo NAMD, conforme figura 32.
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Name Size Packed Type Modified CRC32
o Pasta de arquivos
log 10.427.043 1.535.717  Pasta de arquivos 21/04/2023 16:36

M(nnFNAMDVma.tar 40.960 1912 WinRAR archive 21/04/2023 16:57  357A743B
BB fremod.tar 10.240 337 WinRAR archive 21/04/2023 16:56 34893923
mGeUmEtricCentEr\fma‘tar 10.240 329 WinRAR archive 21/04/2023 16:56  060GBTDA
Mmp(rd\flna.tar 2.662.400 789.643 WinRAR archive 21/04/2023 16:56 CFCVBE4D
BB ib.tar 10.240 1.819  WinRAR archive 21/04/2023 16:56 E191D9AS
o] ligand1.tar 10.240 1396 WinRAR archive 21/04/2023 16:49  BCOB4ECA
mlwgandmnf.tar 10240 235 WinRAR archive 21/04/2023 16:49  47F3E2TB
mhgaﬂdmull‘tar 10.240 1448 WinRAR archive 21/04/2023 16:36  3AAQADEF
o] ligandpdb.tar 10.240 933 WinRAR archive 21/04/2023 16:49  SC5BASBF
mlwgandpdhqt.tar 10240 815 WinRAR archive 21/04/2023 16:49  S5A6F3DD
i ] ligandposesVina.tar 71.680 8,589 WinRAR archive 21/04/2023 16:32  AF3857CC
mlugLEap\fina.tar 10.240 966 WinRAR archive 21/04/2023 16:56  AB54130C
8 NAMDFilesVina.tar 66.631.680 12897414 WinRAR archive 21/04/2023 16:57 A57C5COE
B oth ersTopologyVina.tar 23.920.640 2844393 WinRAR archive 21/04/2023 16:36  595C8301
mstiselictEdVH‘lE.tﬂr 337920 85.380 WinRAR archive 21/04/2023 16:52  720D1F50
mPnses\hna.tar 40.960 4108 WinRAR archive 21/04/2023 16:32  B9A425B4
BB Posesvinal.tar 40.960 4100 WinRAR archive 21/04/2023 16:52  5D9025F1
BB PosesVinaPDB.tar 30.720 3.668 WinRAR archive 21/04/2023 16:52  2065C0A8
Mprmtnp\{ma.tar 13.701.120 960.672 WinRAR archive 21/04/2023 16:56  FO7A15D7
m proteinlonizeVina.tar 5.027.840 1.113.050  WinRAR archive 21/04/2023 16:56 D41DT1IF
m proteinlonizeVinal.tar 5.027.840 1.113.033  WinRAR archive 21/04/2023 16:56 DABT4ABT
mPrntemL\gandea‘tar 337.920 78.043 WinRAR archive 21/04/2023 16:56  4EFFADAZ
Mrestr\ct\on\fma‘tar 45.219.840 10.021.573 WinRAR archive 21/04/2023 16:57 398A583A
| | 4E¥6.ali 1175 437 Arquive ALl 21/04/2023 16:52 B23B3D02
| ] 4EV6.fasta 594 384 Arquivo FASTA 21/04/2023 16:52  ABDD7238
|| 4EY6.pdb 784.809 192911 Arquive PDB 21/04/2023 16:49 CDBB76CE
|| 4E¥6.pdbqt 327.280 23.883  Arquivo PDBOT 21/04/2023 16:49  5CCBACOF
| ]4Ev6.seq 595 385 Arquive SEG 21/04/2023 16:52  F3DF5ADA
|| 4EYE_1.pdb 348.500 90.157  Arquivo PDB 21/04/2023 16:49 CBGFEB&1
|_14EY6_2.pdb 330.003 85133 Arquivo PDB 21/04/2023 16:49  FE22F35F
| | 4Ev6_3.pdb 326301 84108 Arquivo PDB 21/04/2023 16:49 E1D2SECF
|| 4EY6_4.pdb 332147 77437  Arquivo PDB 21/04/2023 16:33 6C3D5B28
|_]4EY6_5.pdb 332147 77347 Arquivo PDB 21/04/2023 16:53  CB5E7T1A
| | 4EY6_6.pdb 332147 77347 Arquivo PDB 21/04/2023 16:53  CB53E7T1A
|| 4EY6_7 pdb 332146 77368  Arquivo PDB 21/04/2023 16:56 TEBCETBA
|| 4E¥&flex.pdbat 4.494 1.289  Arquivo PDBQT 21/04/2023 16:49  DIC4BEBY
| | 4EY&H.pdb 671.901 133.842  Arquive PDE 21/04/2023 16:56  44ABS99D
=] confdinamica.txt 13.552 1,832 Deocumento de Tex..  21/04/2023 16:43 0AE34D78
\=| confdinamica_1.xt 13.552 1,834 Documento de Tex,.. 21/04/2023 16:33 FOCOBEEA
|=| confdinamica_2.txt 13415 1.801 Documento de Tex...  21/04/2023 16:36  AODOGGED
|=| pontes4EY6.xt 147 71 Documento de Tex...  21/04/2023 16:4% C4B4AZBT
|=| pontes4EY6 1.txt 135 70 Documento de Tex...  21/04/2023 16:33  34D24F97

Figura 32. Arquivos gerados e preparado pelo ProtCool 2.0 para ser realizado a dindmica (4EY6 - GNT).

6.1 REALIZANDO A DINAMICA

De posse dos arquivos de preparacdo gerados, pode ser executada a dindmica em qualquer
méaquina que tenha 0 NAMD devidamente instalado. Neste estudo de caso, o arquivo foi enviado para
ser executado em uma lamina do Laboratério do Cluster no Campus da UNIFEI em Itabira, com
sistema operacional Linux, que contendo 24 CPUs, GPU Tesla K40M e 64GB de RAM.

Para executar a dinamica, foi descompactado o arquivo ‘4EY6.zip’, acessado o diretdrio
‘/NAMDFilesVina’ e executado o script Python chamado ‘dinamica.py’. Todo o workflow levou em
torno de 96 horas (4 dias) de execucdo ininterruptas, ocupando em torno de 4,5Gb de espaco em
disco.
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764 default
jefault
default

default

unts-daemon

Figura 33. Demonstragdo do processamento do servidor realizando a dindmica molecular em 24 processadores - saida do
comando “htop’.

Figura 34. Representagdo gréafica gerada pelo software VMD da dindmica molecular j4 realizada envolvendo a
acetilcolinesterase e a galantamina.
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7 CONCLUSAO

Ante tudo que foi exposto, fica evidente a facilidade do ProtCool 2.0 em implementar a
preparacdo de complexos e variados workflows de simula¢des de dindmica molecular. E faz tudo isso
através de uma interface amigavel e intuitiva que consegue alcancar pesquisadores de diferentes niveis
de experiencia. Foi projetado para ser uma ferramenta facil e a0 mesmo tempo Util com intuito de
minimizar a barreira complexa de usabilidade quando envolve pesquisas de MD. Da mesma forma,
ele torna-se uma ferramenta que pode ser utilizada para melhorar os aspectos didaticos e educacionais,
em consequéncia aumentar o aprendizado em disciplinas que envolvam o conteldo de quimica
computacional, além de proporcionar avancos no processo de desenvolvimento de novos farmacos.

Além do mais, uma vez gerado um workflow, 0 mesmo pode ser reproduzido por diferentes
pesquisadores em variados ambientes de computacao. Fica facil também a adaptacéo e reutilizacdo de
workflows antigos em novos contextos. Com o ProtCool2.0, ganha-se entdo reprodutibilidade e
reusabilidade em experimentos de simulagdo de dindmica molecular

No entanto, ProtCool 2.0 tem suas limitacGes, e para cada uma delas, abrem-se novas
perspectivas para implementa¢des futuras. Em sua versdo atual, oferece um escopo limitado de op¢oes
pré-configuraveis, ainda que estejam disponibilizados as etapas e os parametros mais comumente
utilizados nos protocolos de dindmica molecular descritos na literatura. Mais opcOes poderdo ser
integradas a ferramenta conforme a demanda dos usuérios, em atualizacbes futuras. Seja como for,
usuarios com demandas especificas e com alguma habilidade de programacéo ndo teriam dificuldades
em customiza-lo de acordo com suas necessidades. Os passos envolvendo os workflows produzidos
pelo ProtCool 2.0 sdo modularizados, de modo que a adequagéo de alguma etapa tende a ter poucos

efeitos colaterais nas demais.
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