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RESUMO

O citocromo P450 (ou CYP) é uma das enzimas mais importantes na metabolizacdo de
medicamentos. Estes muitas vezes sdo ativados ao se ligaremas subfamilias do citocromo
P450. Como exemplo pode ser utilizado a variante CYP2E1 do citocromo P450, que realiza a
metabolizacao do Paracetamol. O papel da Ciéncia da Computacédo no estudo das proteinas
abordado nestetrabalho é a simulacdo computacional da ligacdo das proteinas comoutros
compostos. Tendo as formas 3D das proteinas pode-se, por exemplo, realizar simulacdes de
como uma proteina se liga a umcomposto, baseando-se na sua forma, o que € conhecido
como Docagem Molecular. Esta é uma ferramenta importante para a descoberta de novas
drogas. Esta ferramentatenta encaixar a proteinaemumligante de varias maneiras diferentes,
gerandoumaenergia livre para cada encaixe emuma orientagdo/posicao diferente. Quanto
menor a energia livre, melhor é a docagem. Ensemble Docking é uma técnica que ajuda a
trabalhar as duas maiores dificuldades da docagem molecular: o sistema de pontuacao e
flexibilizacdo de proteinas. Proteinas ndo séo estruturas estaticas, nemos ligantes. A técnica
de Ensemble Docking utiliza umcorpo fixo, pois testes demonstraram que utilizar ligantes
flexiveis ndo apresentamresultados qualitativos significantes na docagem. Para representar
umreceptor flexivel, no Ensemble Docking sdo utilizadas multiplas estruturas de proteinas.
Uma das ferramentas desenvolvidas como resultado deste trabalho atua juntamente como
programa Gromacs e utiliza as poses geradas como parametro para realizar varias docagens
no programa Autodock. Cada uma das poses gera uma docagemcomuma energia diferente, e
as melhores energias séo retornadas ao usuario. Desta maneira o pesquisador pode simular a
docagemde todas as poses geradas pelo Gromacs de forma automatizada. E utilizado como
caso de aplicacdo docagens do citocromo CYP2EL.

Palavras-chave: Citocromo P450. Docagem Molecular. Ensemble Docking.



ABSTRACT

The cytochrome P450 (or CYP) is one of the most important enzymes in the metabolism of
drugs. These often are activated by binding with variants of cytochrome P450. As an example
we can use the variant of the cytochrome P450 CYP2E1, which makes the metabolism of
Paracetamol. The role of computer science in the study of proteins that will be addressed in
this work is the computational simulation ofthe binding of proteins with other compounds.
With the 3D shapes of the proteins you can, for example, perform simulations of how a
protein binds to acompound, based on their format, which is known as Molecular Docking.
This is an important tool for the discovery of newdrugs. This tool tries to fit the protein in a
binder in many different ways, creatinga free energy foreach engaging in a guide / different
position. The lower the free energy, is the best docking. Ensemble docking is a technique that
helps to work the two biggest problems of molecular docking, the scoring system and
flexibility of proteins. Proteins are not static structures or ligands. The Ensemble Docking
technique uses a fixed body, because tests have shown that using flexible ligands show no
significant qualitative results in dockage. To represent a flexible receptor, the Ensemble
docking of multiple protein structures are used. One of the tools thatwill be developed as the
objective of this work is to act together with the Gromacs program and use the poses
generated as a parameter to perform multiple docking in AutoDock program. Each of the
generated docations havea diferente energy, andthebest energies should be returned to the
user. This manner theresearcher cansimulate the docking of all poses generated by Gromacs
an automated fashion. Will be used as a case application of docking the cytochrome CYP2EL.

Key words: Citocromo P450. Docagem Molecular. Ensemble Docking.
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INTRODUCAO

O citocromo P450 (ou CYP) é umadas enzimas mais importantes na metabolizacédo
de medicamentos. De acordo com Hollenberg (1992, p. 686), o sistema de enzimas do P450
catalisa 0 metabolismo de uma ampla variedade de compostos naturais e xenobioticos através
de reagdes que requerem NADPH e O, sendo também capaz de catalizar a hidroxilagao
dependente de perdxido de substratos na ausénciade NADPH e O, (MARNETT; KENNEDY,
1995). As variantes do P450 catalizam diversas reacdes quimicas incluindo-se
monooxigenacdo, peroxidacdo, reducdo, desalquilacdo, expoxidacdo e desalogenacédo
(GUENGERICH, 1992, p. 667; HOLLENBERG, 1992, p. 686).

As reacOes gerais de monooxigenase tipicas do P450 sdo descritas com a
estequiometria que se segue (HOLLENBERG, 1992, p. 686):

RH + 0, + NADPH + HY = 10OH + H, O + NADPF

Na reacdo indicada, RH é o substrato organico que recebe umatomo de oxigénio de
uma moléculade O, ao passo que o0 oxigénio restante forma uma molécula de agua. O P450
atua em conjunto com outros dois componentes: a flavoproteina denominada NADPH -
CYP450 redutase e a fosfatildilcolina que facilita a transferéncia de elétrons da NADPH-
CYP450 redutase parao CYP (FOYE, 2008, p.47). Uma caracteristicadignade nota € a falta
de especificidade das enzimas da familia CYP paracomsubstratos o que as torna capazes de
oxidar milhares de compostos hidrofébicos diferentes, convertendo-0s emcompostos mais
hidrofilicos, facilitando sua excrecdo (KARP, 2008, p. 148). As isoformas individualmente
sdo capazes de interagir com uma ampla gama de substratos quimicos ocorrendo
especificidades de substratos sobrepostas entre CYPs. Esta promiscuidade € vantajosa em
termos de aprimoramentoda defesa do organismo contra potenciais xenobidticos nocivos .
Nao obstante, estainteracdo pode levar a efeitos indesejaveis, como a rapida eliminagédo de
farmacos e producéo de compostos toxicos (MARECHAL et al., 2008, p. 83).

No caso do P450, o interesseemespecial € na biotransformacédo de medicamentos,
que muitas vezes sdo ativados ao se ligarem as varia¢@es do citocromo P450. O P450 é
considerado inclusive a familia mais importante de enzimas envolvidas no metabolismo de
drogas, e, consequentemente, no seu efeito farmacolégico e toxicologico. (DE GRAAF;
VERMEULEN; FEENSTRA, 2005, p. 2725-2726). Como exemplo pode ser utilizada a

variante CYP2E1 do citocromo P450, que realiza a metabolizacdo de uma grande quantidade
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de compostos, em particular compostos pequenos e hidrofébicos, incluindo potenciais
carcinogénicos (RONIS, LINDROS, INGELMAN-SUNDBERG, 1996). Entre 0s compostos
metabolizados o Paracetamol € umdos mais conhecidos. Esta variante é expressa no figado e
emvarios outros tecidos. Ela transforma o compostooriginaldo medicamento em N-acetil-p-
benzoquinona, que é a substancia que ird atuar no organismo obtendo-se os efeitos
farmacologicos desejados. (LEE, 1996, p. 12063).

O papelda Ciénciada Computacéo noestudodas proteinas que seraabordado neste
trabalho é a simulacdo computacional da ligacdo das proteinas comoutros compostos. Coma
utilizacdo de simulagdes computacionais, é possivel testar candidatos a medicamentos e sua
capacidade de ligar-se comproteinas existentes no ser vivo, antes da realizagdo de testes in-
vitro e in-vivo. A isto se dd o nome de teste in-silico. A execucdo de simulagdes
computacionais pode ser realizada comgrande quantidade de candidatos a ligantes, agilizando
a descobertade novos farmacos. Este processo de desenvolvimento de novos farmacos é

descrito no Capitulo 2.

Uma das ferramentas quesera desenvolvida devera atuar juntamente como programa
Gromacs e utilizar as poses geradas como parametro para realizar varias docagens no
programa Autodock. Cada uma das poses ird gerar uma docagem com uma energia diferente,
e as melhores energias deverdo ser retornadas ao usuéario. A este processo da-se o nome de
Ensemble Docking, melhor descrito no Capitulo 3.2. Desta maneira o pesquisador podera
simular adocagemde todas as poses geradas pelo Gromacs de forma automatizada. Utilizar-

se-4 como caso de aplicacdo docagens do citocromo CYP2EL, isoforma do P450.



1 BIOINFORMATICA

O objetivo deste capitulo é descrever areas de conhecimento utilizadas pelo objeto da
pesquisa. Tambémserdo introduzidas técnicas ja bastante difundidas no desenvolvimento de
novos farmacos e que serdo utilizadas nos aplicativos que serdo desenvolvidos neste trabalho.
Se faz importante que os conceitos basicos de bioinformatica estejam bem definidos, mesmo
0s que ndo sdo objeto direto deste trabalho, pois ainda assimtem importancia para melhor
entendimento do papel da docagem de proteinas.

1.1 Introducéo

A bioinformatica se refere ao empregode ferramentas computacionais no estudo de
problemas e questdes bioldgicas. Estas questdes bioldgicas podem estar relacionadas ao
cddigo DNA, a filogenia, ao dobramento e encaixe de proteinas, dentre outras areas. A
bioinformatica sem duvida € um campo de pesquisa que envolve vérias areas de

conhecimento, dentre elas biologia, quimica, fisica e computacdo (VERLI, 2014, p. 2-12).

1.2 Genoma

O DNA (deoxyribonucleic acid, ou acido desoxirribonucleico) é uma sequéncia de
bases:adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T). Eno DNA que estdo contidas as
informacgdes necessarias para a construgdo de proteinas, que sdo abase paraa vida. Conforme
pode ser visto na figura 1.1, 0 DNA ¢é formado por uma dupla hélice, onde adenina liga-se
comtimina, e citosina comguanina (SETUBAL, 1997).
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Figura 1.1 — Estrutura de DNA

Fonte: BALL, 2013.

As maneiras existentes para digitalizacdo de cddigos de DNA exigem que este seja
fragmentado para sua possivel leitura. Ainda ndo é possivel realizar a leitura completa do
codigo DNA, do seu inicio ao fim, seminterrupcdes. A técnica existente quebra o DNA em
pedacos pequenos, e a leitura destes pequenos pedacos € realizada. De posse destes pequenos
pedacos, se faznecessario utilizar algoritmos para sequenciamento, onde estes pedacos sdo
juntados e validados até montar-se uma sequéncia proxima a original. Muitos destes
algoritmos sdosemelhantes aos de alinhamento, pois envolvema comparagdo de sequéncias.
Existem pontos desobreposicdo entre os fragmentos pois ndo é apenas uma sequéncia que €
fracionada noprocesso de fragmentacao, mas simvarias delas. Assimé possivel encontrar
pontos sobrepostos entre uma sequéncia e outra (MARGULIES, 2005, p. 376-380).

Ao realizar-se analise de sequéncias de DNA, umdos pontos mais relevantes € a
identificacdo de genes. Uma das maneiras de identificar genes € buscar por uma regidao com
uma codificacdo de inicio e uma de término, denominada de ORF (Open Reading Frame),
que potencialmente constitui uma regido codificante de uma proteina em um genoma
procariético (VERLI, 2014, p.67-69). Ja paragenes de organismos eucarioticos, esta busca é
bem mais complexa, envolvendo areas conhecidas como introns, que sdo areas do DNA que
ndo codificamnenhumgenee podemvariar bastante de tamanho, mas elas podem mudar o

comportamento da sequéncia codificante que vememseguida.
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Alémdas buscasde genes baseadas na codificacdo, ha tambémtécnicas empiricas,
que se baseiam em evidéncias e similaridades entre organismos. Por exemplo o gene
“eyeless”, que codifica 0 olho em varios organismos, aparece como uma similaridade em
varios organismos que temolho ouolhos. Este gene pode ter uma série de mutacGes de uma
espécie para a outra, mas é possivel identificar as semelhancas (HALDER, CALLAERTS,
GEHRING, 1995, p. 1788).

O DNA ¢ o “codigo fonte da vida”, € nele que esté a receita de quais proteinas séo
utilizadas para constituirumser vivo. Durante o processo de sintese da proteina, 0 DNA néo
serve diretamente como molde paraasintese desta proteina, o cédigo que € utilizado como
molde € o RNA e o0 nome deste processo é traducdo. O RNA (ribonucleic acid, ou acido
ribonucleico) ainda executa outros papéis, como componente estrutural dos ribossomos e o
transporte de aminoacidos. O DNA serve como base parao RNA no processo de transcri¢éo,
onde o DNA ao invés de copiar-se, € transcrito emumnovo cédigo, o RNA, que contém

apenas as informagdes para a sintese de uma proteina (JUNQUEIRA, 2011).

1.3 Alinhamento

Na bioinformatica, as sequéncias de DNA s&o representadas por uma série de
caracteres, A, C, Ge T. A comparacdo de uma sequéncia comoutra € realizada através da
comparacao dos caracteres que a formam. Durante a comparagao, podemsurgir substituicoes,
insergoes e delegGes. Os algoritmos de alinhamento buscamidentificar o melhor alinhamento
levando emconsideracdo estas mutagbes que podemter ocorridoentre uma sequéncia e outra.
Pode-se, porexemplo, alinhar a sequéncia de dois seres da mesma espécie, para se obter a
diferencados tratos de ume de outro, ou mesmo efetuar o alinhamento de vérios seres de
espéciesdiferentes e buscar a similaridade entre eles, montando-se uma arvore filogenética
(GIBAS; JAMBECK, 2001).

1.4 Filogenia

Desde o advento da Teoria da Evolucdo de Darwin o0s seres vivos vem sendo
classificadosemuma arvore filogenética. Nesta arvore os seres vivos sdo classificados de
uma maneira que seja possivel visualizar quais temdescendentes comuns, indo até o primeiro

ser vivo monocelular do qual todos os seres vivos se originaram.
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Através da bioinformatica é possivel aplicar-se algoritmos de comparacdo e
alinhamento para recriar arvores filogenéticas a partir do DNA dos seres. Isto é Gtil para
recriar a histdria dos seres vivos, quais mutacGes ocorrerame buscar inclusive estimativas
temporais entredeterminadas mutagc6es. Conhecendo-se a arvore filogenética e estimativas
temporais é possivel inclusive mitigar migracdes geogréaficas de individuos, baseando-se em
antepassados comuns (PEVZNER, 2000).

Outra utilidade de conhecer-se a filogenia adequadamente € entender populagbes que
possuemdiferentes tratos genéticos, que inclusive podeminfluenciar na atuacao de farmacos,

que é 0 objetivo deste trabalho.

15 Estrutura de Proteinas

A funcéo de uma proteina estaligada a suaestrutura tridimensional. A analise desta
estruturatemaplicaces praticas de grande impacto terapéutico e biotecnoldgico. Esté ligada
a areas como atracamento (ou docagem) proteina-ligante, aplicado ao desenho racional de
farmacos, o desenhode novas proteinas comfuncgdes especificas, através da nanotecnologia e

engenharia de proteinas.

Outra area de estudorelacionada a estrutura de proteinas € o enovelamento, também
conhecido como folding, que significa “dobra” eminglés. E através do enovelamento que a
proteina se “dobra” para adotar a sua forma final. Este processo € muito importante pois a
proteina podeter funcdes diferentes caso o resultado doenovelamento seja diferente daquele

que leve a estrutura nativa.

E duranteo processo deenovelamento que ocorre a estabilizagido da proteina.
Segundo Verli (2014, p.151),

[...] a estabilidade de uma proteina ndo é proveniente da simples soma das energias
de suas interacbes nao covalentes. Em solugdo, cada grupo formador de ligacbes de
hidrogénio na cadeia peptidica estava interagindo com moléculas de &gua antes da
estrutura se enovelar. Entdo, para cada nova ligacdo de hidrogénio intramolecular
formada quando a estrutura se enovela, uma ligagdo equivalente com o solvente é
desfeita. Na pratica, um dos principais fatores que impulsionam o enovelamento de
uma proteina é o chamado efeito hidrofdbico. Resumidamente, o efeito hidrofobico
pode ser entendido como a tendéncia de residuos de aminodcidos hidrofobicos se
agruparem no interior da proteina (que se torna portanto apolar) e dos residuos
hidrofilicos se exporem na superficie da mesma (que se torna portanto polar).

Este processoenovelamento é profundamente estudado, pois € fundamental para a

determinacdo experimental da estruturatridimensional da proteina. A obtencdo de modelos
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tridimensionais através de métodos de determinacdo experimental, como cristalografia por
difracdo de raios-X ou ressonancia magnética nuclear de proteinas sdo financeiramente
custosos, demorados e a estrutura final pode aindanédo seremeficazes. Sendoassim, o uso de
métodos computacionais para predi¢do da estrutura combase na sequéncia de aminoacidos
vemsendo uma alternativa muito utilizada (VERLI, 2014, p. 152).

Outro ponto forte noestudoda estrutura das proteinas é a ligagdo entre proteinas e
outros compostos, como farmacos. Esta ligacdo tem como um fator determinante a estrutura
da proteina, que ird contribuir para a ligacdo ou ndo da proteina comoutros compostos.
Muitos farmacos tema sua func¢édo executada quando emalgum momento o seu composto é
ligado auma proteina. Alémdisso, alguns farmacos podem néo ter o efeito desejado na forma
emque adentramo corpo humano, mas simdepois de passar por uma biotransformacdo. Um
exemplo deste processo € o medicamento Paracetamol, que é transformado pelo corpo em N-
acetil-p-benzoquinona, que é a substancia que ira atuar no organismo obtendo-se os efeitos
farmacoldgicos desejados (LEE, 1996, p. 12063). No préximo capitulo sera descrito o
processo de desenho racional de farmacos.



20

2 DESENHO RACIONAL DEFARMACOS

Este capitulo descreve como que é possivel o estudo e desenvolvimento de novos
farmacos através de novos processos que se utilizam da informatica. Estes novos processos
s&o conhecidos como Desenho Racional de Farmacos, ou Computer-Aided Drug Design. E
importante queestes conceitos estejambemdefinidos, pois a ferramenta resultado da pesquisa

realizada neste projeto temcomo umde seus objetivos o desenvolvimento de farmacos.

2.1 Introducgdo a Desenho Racional de Farmacos

“Apesar de que muitas rotas para a descoberta de novas drogas existam, a maioria
das drogas usadas clinicamente foramdescobertas acidentalmente ou por triagemde encontro
com produtos enzimaticos, quimicos, ¢ produtos naturais.” (CHEN; CHERN, 2007, p. 89,
traducdo nossa). Os primeiros passos para o estudo de desenvolvimento de uma droga
tipicamente consistememdeterminarumcompostoalvo e identificar outros compostos que
sdo ativos comparando-os a este composto (ALMLOF, 2007, p. 9). Embora a maioria dos
farmacos terapeuticamente Uteis disponiveis hoje tenham sido descobertos através de
processos como esses, esta cada vez mais dificil encontrar novos medicamentos desta forma,

sendonecessario testar milhées de compostos emalguns casos (MORGON, 2007, p. 490).

Recentemente houve uma grandedisponibilizagdo de informacdes ndo previamente
disponiveis sobre sequencias de DNA e estrutura de proteinas, oriunda de projetos como o
GENOMAS e 0 PROTEOMAS, que possibilitaram o desenvolvimento de ferramentas e
métodos computacionais para o planejamento de novos farmacos (MORGON, 2007, p. 491).

Os métodos computacionais permitem encontrar melhores candidatos de pares de
compostos e compostos ativos, acelerando a descobertas de novas drogas por reduzir o
numero de iteracBes de teste necessarias. Alemdisso, 0s métodos computacionais permitem
testaremum periodo mais curto uma ampla variedade de combinages de proteinas e ligantes.

Para Alonso, Bliznyuk e Gready (2006, p.532, traducédo nossa), as proteinas séo a
chave para a descoberta computacional de novas drogas:

Apbs o projeto Genoma Humano, era esperado que um grande ndmero de novos
candidatos a drogas fossem encontrados. Entretanto, os 30.000 genes encodados no
genoma humano ndo demonstraram uma fonte direta para o desenvolvimento de
novas drogas, pois ndo sao eles, mas sim as proteinas que eles encodam que
normalmente sdo os alvos das drogas.
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Os métodos computacionais para encontrar candidatos a novas drogas podemser
divididos embaseados emestruturae ndo baseados na estrutura. Métodos nédo baseados na
estrutura como relagdo quantitativa estrutura-atividade (eminglés, Quantitative structure-
activity relationship, QSAR) e modelagem farmacoldgica se baseiam em conhecimento
prévio de ligantes empotencial para prever o comportamento do candidato. Métodos baseados
na estrutura utilizam informacGes de modelos estruturais das moléculas para analisar
interacdes e encaixes entre elas (ALMLOF, 2007, p. 9). Dentre as técnicas baseadas na
estrutura, pode-se citar o atracamento, que testa computacionalmente a possibilidade de
ligacdo entre uma proteina e um ligante.

2.2 Escolhendo uma doenca

Como uma empresa farmacéutica define qual doenca seréd o alvo ao desenhar uma
novadroga? Claramente fazmais sentido se concentrar em doengas que precisamde novas
drogas. Alémdisto outros fatores temque ser considerados. Para 0 desenvolvimento de uma
nova droga um grande investimento € necessario, e as empresas farmacéuticas buscam
trabalhar em projetos que garantamumbom retorno financeiro (PATRICK, 2013, p. 191).

As doencas que sdo o foco da maior parte da pesquisa de novos farmacos pela
industria sdo aquelas que atingem o “mundo desenvolvido”, como depressdo, ulcera,
obesidade, gripe, cancere doencas cardiovasculares. Doencgas de paises tropicais recebem
menos investimentos. Umexemplo disto € que abusca de drogas para o tratamento da malaria
vem crescendo muito, emrazéo de que muitos ocidentais vem contraindo a doengca como
aumento do turismo para paises mais exdticos. Alémdisso, empresas farmacéuticas vem
aumentandoas parcerias comgovernos e organizagdes, tais como a Fundacdo Bill e Melinda

Gates paraestudar doengas como tuberculose, malaria e dengue (PATRICK, 2013, p. 191).

2.3 Escolhendo uma droga alvo

Escolhida a doenca alvo, é importante conhecer quais biomacromoléculas estédo
envolvidas. Isto permite a equipe de pesquisa identificar quais agonistas ou antagonistas
devemserdesenhados para umreceptor ou se inibidores devemser desenhados para uma
enzima em particular (PATRICK, 2013, p. 191).
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E importante considerar tambéma seletividade destes compostos. Para exemplificar,
pode serutilizada a penicilina, que temcomo alvo auma enzima envolvida comabiossintese
que acontece na parede da célula. Como mamiferos ndo tem parede celular a penicilina tem
poucos efeitos colaterais (PATRICK, 2013, p. 191). Se a droga alvo for umligante comuma
proteinas presente nos humanos, € aumentada a chance de haverem efeitos colaterais.

24 Bancos de dados de informacdes

As informacgdes entram no dominio da bioinformatica quando sdo depositados os
resultados experimentais obtidos por cientistas emarquivos de bancos de dados apropriados
(LESK, 2008). Atualmente, existem grandes bancos de estruturas moleculares de acesso
publico, como o Protein Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/). Existente desde 1971
na BrookhavenNational Laboratories (BNL), iniciou com apenas seteestruturas. Foisomente
nadécada seguinte que o nUmero comegou a crescer exponencialmente, pois a comunidade
cientifica se tornou mais aberta a compartilhar informacGes e novas técnicas de criacdo de
modelos digitais de proteinas foramdesenvolvidas, como a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) (BERMAN, 2000, p. 236).

Os dados (coordenadas atdmicas, fatores estruturais e limitagdes de RMN) podemser
enviados via e-mail ou pela ferramenta chamada de AutoDep Input Tool (ADIT;
http://pdb.rutgers.edu/adit/) desenvolvida pela RCSB. Como demonstrado na Figura 2.1, 0s
dados sdovalidados para garantir que seguemos dicionarios de dados existentes e s6 entdo os
dados se tornam disponiveis para a comunidade (BERMAN, 2000, p. 237).

Dictionaries Database
Loader

Figura 2.1 — Processo de autorizacdo no PDB.

Reports
——| Final Files

Fonte: Berman, 2000, p.237
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A popularidade do Protein Data Bank é crescente. Com 0 maior interesse e
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a bioinformatica estrutural, como docageme
enovelamento, este banco de dados se torna fundamental para o compartilhamento de
estruturas base para pesquisa, assimcomo para publicacdo de resultados. Na Figura 2.2 é
possivel ver o crescimento da popularidade do Protein Data Bank ao longo dos anos,

demonstrando a quantidade de estruturas depositadas e disponiveis desde 1990 ate 2005.

PDB Content Growth

| Deposited Structures for the Year lotal Available Structures

fry  — f— —

Number of Structures

Year
Figura 2.2 — Quantidade deestruturas disponiveis no Protein Data Bank do longo do tempo

Fonte: SOUZA; FERNANDES; RAMOQOS, 2006.

Quando fala-se sobre Desenvolvimento Racional de FArmacos, também é importante
notaraexisténcia de bancos de dados de compostos que podem ser utilizados como ligantes
para com as proteinas. Destes pode-se citar o Cambridge Structural Database (CSD)
(MORGON, 2007, p. 491).

O CSD continha jaem2002 mais de 250 mil modelos de pequenas moléculas. Nesta
data o banco era utilizado em 109 empresas e 826 instituicbes académicas em 58 paises. O
uso do CSD como uma ferramenta de pesquisa académica, e 0 advento de métodos de
quimica computacional em muitas empresas farmacéuticas e agroquimicas fezcomque a
instituicdo crescesse rapidamente na década de 1980, e em 2002 ela ja contava com 45
colaboradores emtempo integral (ALLEN, 2002, p. 381).
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O principaluso do CSDnadescoberta de novas drogas ¢ “utilizar as estruturas de
pequenas moléculas la armazenadas e como um recurso fértil de dados geométricos em
fragmentos moleculares para calibracdo de campos de forga e validacdo de resultados de
computacdo quimica” (OPREA, 2004, p. 4 apud ALLEN; MOTHERWELL, 2002, p. 407-
422, traducaonossa). Uma das principais maneiras para desenvolver novas drogas utilizando
as estruturas disponiveisembancos de dados como o CSD ¢ atraves da docagem molecular,

objeto do préximo capitulo.
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3 ATRACAMENTO

Neste capitulo serd abordado o tema atracamento, também conhecido como
docagem, ou Docking, em inglés. Esta é uma ferramenta de grande importancia para o
planejamento racional de farmacos. Eatravés da docagem que é avaliada a possibilidade de
um ligante se encaixar em um receptor, e quando esta ligagdo acontece, processos de
biotransformacéo se tornam possiveis.

3.1 Docagem Molecular

DocagemMolecular é uma ferramenta importante para a descoberta de novas drogas.
Esta ferramenta tenta encaixar a proteina em um ligante de vérias maneiras diferentes,
gerandoumaenergia livre para cada encaixe em uma orientacao/posicdo diferente (HUANG;
Z0OU, 2007, p. 399 apud BROOIUMANS; KUNTZ, 2003, p. 335-373). Quanto menor esta

energia, mais estavel é a conformacdo, ou seja, melhor é o encaixe (ver Figura 3.1).

Para Shoichet et al. (2002, p.439, traducdo nossa), a promessa da docagemé:

A promessa da docagem é que a estrutura do alvo vai prover um modelo para a
descoberta de novos ligantes, diferente daqueles j& conhecidos. O processo comeca
com um banco de dados de compostos e a estrutura do receptor de interesse e
pergunta, “Dos compostos na base de dados, qual é mais suscetivel a se ligar ao

receptor?““.

Molecular Docking

Figura 3.1 — Encaixe de ligante a uma proteina.

Fonte: HERNANDEZ-SANTOYO, 2013.
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Huang e Zou (2010) definiram o processo de docagem:

Um programa de docagem proteina-ligante consiste de dois componentes essenciais,
amostragem e pontuacdo. Amostragem refere-se a geracdo de possiveis encaixes de
diferentes posicBes/orientacBes dentro de um local de encaixe da proteina e pode ser
dividida em dois aspectos, amostragem do ligante e flexibiliade da proteina.
Pontuagdo é a predigdo de quéo firme € o encaixe para cada posicdo/orientagdo com
uma funcdo de energia fisica ou empirica. A melhor posigdo/orientagdo,
nominalmente a com a menor pontuacdo energética, € o encaixe previsto.

Uma questéo importante no processo de docagemé considerar a flexibilidade néo s6
do ligante, mas do receptor (COHEN, 2010, p. 4). Conforme Najmanovich e colaboradores
(NAJMANOVICH et. al., 2000), docagens com receptores rigidos predisseram ligacoes
incorretas para 50-70% dos casos. Poroutro lado, os inimeros graus de liberdade envolvidos
na incorporacdo da flexibilidade do receptor durante a docagem tem posto desafios
computacionais de grande monta (B-RAO et. al. 2009, p. 394). Deste modo diferentes
abordagens tem sido desenvolvidas para considerar a flexibilidade conformacional do
receptor levando em conta estes desafios. Algumas destas sdo o soft docking, o uso de
bibliotecas de rotameros de cadeias laterais e estruturas de maltiplos receptores (COHEN,
2010, p. 6). Esta Gltima apresentagrande complexidade computacional. Uma abordagem que
considera estruturas de mualtiplos receptores mas com um custo moderado € o ensemble
docking (B-RAOet.al. 2009, p.395). Outras técnicase o processo podemservistos na figura

Docagem Molecular
Fungdo de Busca Fungdo de Pontuacdo

4 l
Flexibilidade do alvo Amostragem do Ligante

- Campo de forga
- Empirica
- Baseada em conhecimento
- Pontuacdo por consenso

- Combinagdo de formas
- Busca sistematica
- Algoritmo Estocastico

-Soft docking
- Flexibilidade da cadeira lateral
- Relaxamento Molecular (ex:

simulagdo de Monte Carlo e
dindmica molecular)
- Ensemble docking

Figura 3.2 — Processos de Docagem Molecular

Fonte: adaptado de HERNANDEZ-SANTOYO, 2013



3.2 AUTODOCK

Uma das suites utilizadas paradocagem molecular ¢ a Autodock. “Ela é desenhada
para prever como pequenas moléculas, como substratos ou candidatos a medicamentos,
docamaumreceptor comestrutura 3D conhecida” (MORRIS, 2013, tradugdo nossa). Além
disso, dentre as ferramentas disponiveis ela é uma das mais utilizadas pela comunidade
cientifica. Na Figura 3.3 é possivel ver o percentual de citacdes de cadasuite de docagem, em
2005. Utilizando uma ferramenta bastante difundida, a aplicacdo resultado desta pesquisa tem
maiores chances de aceitagao na comunidade, e como sera liberada com cédigo fonte aberto,
maior chance de receber contribuicGes futuras.

ADAM
SANDOCK 1%

0,5% Soft
Docking
4%

Prodock

MCDOCK 1%

AutoDock
27%

DOCK
6%
DockVision
2%

Hammerhead
3%

DARWIN
1%
DIVALI
1%

GOLD
15%

- FlexX EUDOC
FTDOCK FLOG % 29/,
4% 1%
2%

Figura 3.3 — NUmero de citagBes dos programas de docagem molecular

Fonte: SOUZA; FERNANDES; RAMOQOS, 2006.
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O Autodockporsipréprio ndo possuiinterface grafica, apenas ferramentas de linha
de comando. Existem sim outras ferramentas, como a AutoDockTools que trabalham
juntamente com o Autodock e tem interface grafica (MORRIS et al., 2009).

Segundo o manual do Autodock, a docagem é realizada em quatro passos:

Passo 1: Preparacdodo arquivode coordenadas. Comumente os arquivos do ligante e
do receptorestaono formato PDB. Para realizar docagens, € necessario criarumarquivo PDB
estendidocominformacg@es cargas dos atomos e tipos. Este arquivoestendido tem a extenséo
PDBQT. A suite de utilitarios auxiliares para o Autodock, o AutoDockTools possui 0s
utilitarios prepare_ligand4 e prepare_receptor4, que recebemarquivos PDB do ligante e do
receptor respectivamente, e calculamas informac6es necessarias gerando como saida arquivos
PDBQT.

Passo 2: Calcular AutoGrid. Para otimizar o processo de docagem, deve ser
calculado previamente as afinidades paracadatipo de &tomo. Dentro da suite Autodock existe
a aplicacdo AutoGrid, que realiza este trabalho. O parametro para o AutoGrid é umarquivo
GPF, que contem os parametros para o calculo da grid de afinidades. Para a criacdo deste
arquivo a suite auxiliar AutoDockTools tem a ferramenta prepare_gpf4, que recebe o0s
arquivos PDBQT do ligante e do receptor como parametro, gerando umarquivo GPF com
valores padrao para o calculo da grid.

Passo 3: Docagemutilizando AutoDock. Ap6s o calculo da grid, o préximo passo é a
docagempropriamente dita. A docagem recebe uma série de parametros, como por exemplo
quantas docagens devemser tentadas. Estes parametros sdo passados através de umarquivo
DPF. Mais umaveza suite AutoDockTools possui uma ferramenta para auxiliar na criacao
deste arquivo de parametros, a prepare_dpf4. Assim como no caso do AutoGrid, esta
ferramenta criaumarquivo DPF comvalores padréopara o ligante e receptor emquestdo. A
chamada do AutoDock da como resultadoumarquivo PDBQT coma docagemrealizada. Este
arquivo ird conteras coordenadas do ligante e do receptor ja docados, além de informacdes

sobre a docagem, como a energia livre.
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Figura 3.4 — AutoDockTools como ferramenta de avaliagdo do sucesso da docagem

Fonte: AUTODOCK VINA MANUAL.

Passo 4: Realizar analise do resultado utilizando AutoDockTools. Com as
ferramentas inclusas no AutoDockTools, é possivel visualizar representacdes graficas do
resultado da docagem, alémde realizar analises qualitativas do resultado. Umexemplo de

andlise gréafica provida pelo AutoDockTools pode ser vista na Figura 3.4.

3.3 Ensemble Docking

Ensemble Docking € umatécnica que ajuda a trabalhar a solu¢do das duas maiores
dificuldades da docagem molecular: o sistema de pontuagéo e flexibilizac&o de proteinas.
Proteinas néo sdo estruturas estaticas, nemos ligantes. A técnicade Ensemble Docking utiliza
um corpo fixo, pois testes demonstraram que utilizar ligantes flexiveis ndo apresentam
resultados qualitativos significantes na docagem. Para representar um receptor flexivel, no
Ensemble Docking sdo utilizadas multiplas estruturas de proteinas (HUANG; ZOU, 2007, p.
399-401).

O Autodockincorporaapenas umtipo de flexibilizagdo: a tor¢do de cadeias laterais.

Estas sim sdo incorporadas durante a simulacdo, girando dentro dos niveis de liberdade



30

permitidos. O que este trabalho visa alcancar, € umoutro tipo de flexibilidade: incorporar
possiveis mudancas na estrutura da proteina, pelo fato de ela mudar sua estrutura por estar
inserida dentro de umambiente aquoso. Existemferramentas para calcular a hidrofobicidade
de uma proteina, como a GPMAW (PERI; STEEN; PANDEY, 2001), mas nenhuma delas foi
incluida na aplicacdo construida, pois 0 objetivoda pesquisa é construir uma ferramenta que

aplique a dindmica molecular independente da hidrofobicidade.

Uma maneira de realizar-se Ensemble Docking € utilizar o programa Gromacs para
executar a dinamica molecular, simulando a flexibilidade da proteina. A saida dada pelo
Gromacs sdo varias poses, geradas através da simulacdo. Cada uma destas poses representa
um possivel estadoda proteina, pois como ja foi dito ela ndo € uma estrutura estatica, e sim
flexivel. Para que o processode Ensemble Docking esteja completo, esta série de poses sera
utilizada como entrada para o programa Autodock, que ird simular a docagem para cada uma
das posi¢des. Cada uma destas poses podera se docar, ou encaixar, de maneira melhor ou pior
com o ligante. O resultado esperado pode ser visto na imagem Figura 3.5. O processo de
dindmica molecular é descrito com maior detalhamento no proximo capitulo.

Pré Dinamica Molecular
Proteina Ligante

Pds Dinamica Molecular

Ligante

Figura 3.5 — Encaixe de ligante ap0s flexibilizacdo da proteina

Fonte: Proprio autor.
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4 DINAMICA MOLECULAR

Dinamica Molecular é a simulagdo computacional dos movimentos fisicos de atomos
e moléculas. O interesse emespecial neste trabalho é a simulagcdo do comportamento de uma
proteina ao ser imersa em um fluido. Como ja falado anteriormente, proteinas ndo séo
estruturasrigidas, e o seu formato muda ao ser imersa emum liquido. Este capitulo trata de

como a dinamica molecular é utilizada para simular este comportamento.

4.1 Introducéao

Dinamica molecular dinamiza a simulagdo de sistemas moleculares, envolvendo a
solugcdo da equacdo de movimento de Newton em pequenos espagos de tempo. Estas
simulagcdes nos permites ter modelos de moléculas muito mais préximos da realidade
bioldgica, pois inclui diretamente caracteristicas como a flexibilidade molecular (através da
variacao temporal de propriedades) e a temperatura (através da aceleragdo dos a&tomos). A
area de especial interesse para a pesquisa aqui realizada é a quimica computacional, que
estuda quimica experimental, onde os problemas sdo resolvidos através de métodos
computacionais.

Aplicando-se as leis da Natureza de movimento dos atomos é possivel se chegar a
um conjunto (ou ensemble) de configuragdes. A Dindmica Molecular gera este conjunto de
configuragdes para uma trajetdria no tempo, através da solucdo das equagdes de Newton
(VAN GUNSTEREN; BERENDSEN; JC, 1990, p. 992-1000).

Uma das principais ferramentas para simulacdo de dindmica molecular é o pacote de
programas GROMACS (VAN DER SPOEL, 2005). Ele prové uma ferramenta versatil,
eficiente e de codigo aberto para estas simulacgdes, especialmente dirigida para simulacao de
moléculas bioldgicas, como proteinas, emambientes aquosos.

4.2 Flexibilidade de proteinas

Segundo Voet, Voet e Pratt (2014), “a forma estaticaque as estruturas das proteinas
sdo normalmente retratadas pode deixar a falsa impressdo de que proteinas témestruturas
fixas e rigidas”. Na verdade proteinas sdoestruturas flexiveis, podendo ter vérias estruturas
comamesma estabilidade. Estas variagdes de formacéo possibilitam mais oportunidades de
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um ligante encaixar-se a proteina, pois as proteinas e ligantes sdo por natureza estruturas
tridimensionais, que ndo podemocupar o mesmo espaco fisicoao mesmo tempo. A Figura4.1
mostra as variac@es na conformacdo da proteina e de dois ligantes.

Figura 4.1 — VariacGes de proteinas e ligantes

Fonte: VOET, VOET, PRATT, 2014.

Um outro exemplo desta mobilidade pode ser visto no trabalho apresentado por
Schroeder et al. (2005), que demonstra a flexibilidade da enzima InhA. A Figura 4.2
demonstra uma representacdo desta flexibilidade, onde cada cor de conformacgdo da InhA
representa a conformacdo da proteina emum instante de tempo diferente.
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Figura 4.2 — Trajetdrias de uma proteina durante o processo de dindmica molecular

Fonte: COHEN, 2010.

Nesta figura, ha um exemplo da flexibilidade da proteina InhA, através da
sobreposicdode diferentes poses tiradas ao longode uma simulagédo por dindmica molecular.
Em azul a estrutura cristalina (tempo zero = inicio da trajetéria, cédigo PDB: 1ENY); em
vermelho aos 500 ps datrajetdria; emamarelo aos 1000 ps; em verde aos 1500 ps e emciano
2000 ps. Paramelhorrepresentacdo das diferentes conformacdes, a figura mostra apenas a

porgdo correspondente ao “encosto” da estrutura (COHEN, 2010).

43 GROMACS

A ferramenta GROMACS (VAN DER SPOEL, 2005) é uma das mais conhecidas
para docagem molecular. O seu nome vem do inglés GROningen MAchine for Chemical
Simulation, que em portugués se traduz como “maquina para simulagdo quimica de

Groningen”. Groningen ¢ a universidade onde 0o GROMACS foi construido.
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O principal objetivo do GROMACS é prover um programa versatil e eficiente para
execucao de dindmica molecular, direcionado especialmente para simulacées de moléculas
bioldgicas em ambiente aquoso (van der Spoel, 2005). A Figura 4.3 é umbomexemplo do
que € possivel alcancar comsimulagfes de comportamentos de substancias hidrofébicas
utilizando GROMACS. Neste simulacdo, lipidios (DPPC) foraminseridos dentro de agua,
numa propor¢ao de uma molécula de lipidio para cada 12 moléculas de agua, emposi¢coes
aleatorias. Aolongodasimulagéo é possivel observar que as moléculas de lipidio diminuema
superficie de contato coma agua agrupando-se, comportamento esperado parauma substancia
hidrofobica.

Figura 4.3 — Simulacdo de dindmica molecular utilizando GROMACS com lipidios inseridos

emagua
Fonte: adaptado de VAN DER SPOEL, 2005.

Na pratica, 0o GROMACS consiste emuma série de utilitarios chamaveis por linha de
comando. Estes utilitarios devem ser chamados em uma ordem ja estabelecida, pois 0s
arquivos de entrada do passo posterior sdo gerados pelo utilitario do passo anterior.
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Segue abaixo fluxo de chamada:

ciwit.pdb N
Generate a GROMACS
topology

conf.gro topol.top

Enlarge the box

conf.gro

Solvate protein

1%

conf.gro topol.top
grompp.mdp TN l l

Generate mdrun input
file

Continuation
— state.cpt

|

I

Run the simulation (EM
or MD)

I

traj.xtc / traj.trr cner.edr

Analysis

1

Figura 4.4 — Passos para execucdo de umprocesso de dindmica molecular através do
GROMACS

Fonte: VAN DER SPOEL, 2014.

Conforme a Figura 4.4, o primeiro passo para realizar a dindmica molecular é a
chamada do utilitario pdb2gmx. Este utilitario I8 umarquivo no formato PDB (Protein Data
Bank), obtidopor exemplo no site http://www.rcsb.org/, e gera dois arquivos de saida: um

arquivo GRO comas coordenadas de cada atomo, e umarquivo TOP coma topologia.

O arquivo GRO gerado pelo utilitario pdb2gmxé utilizado como parametro para o

utilitario editconf, que por suavezaumentao tamanho da caixa em que a dindmica molecular


http://www.rcsb.org/
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ir4 trabalhar. Umdos principais parametros para este utilitario é a distancia entre o a solucéo

(no nosso caso a proteina), e as paredes da caixa.

O préximo passo é chamar o utilitario solvate (ou genbox no Gromacs 4). Este
aplicativo serve parasolvatar o compostoemum solvente, como adgua. O solvente pode ser

especificado e é o parametro mais importante deste utilitario.

Apds o composto ter sido solvatado, o utilitario grompp deve ser chamado. E no
grompp que os principais parametros da dindmica molecular devemser passados, pois o seu
objetivo é compilar estes parametrosemum arquivo TPR, que sera utilizado para a execu¢do
da dindmica molecular. O utilitario grompp tem varios parametros, a maioria deles sendo

passados através de umarquivo de parametros comextensdo MDP.

Para executaradinadmica molecular propriamente dita, € utilizado o programa mdrun.
Ele recebe como parametro o arquivo TPR gerado pelo grompp. Como a maior parte dos
parametros para a simulagdo foi compilada no arquivo TPR, existem poucos parametros
significativos. A saida do mdrun sdo os arquivos TRR (trajetéria da simulacdo), GRO
(conformagéo final), e EDR (energia).

Apoésrealizada a dinamica molecular, é necessario analisa-la para obter informacdes
sobre o seuresultado. Existemutilitarios do pacote GROMACS como 0 view e 0 energy para
este fim. Outro utilitario muito importante é o trjconv, que exporta as poses da trajetoria da
dinamica molecular para formato PDB.

A dinamica molecularé umdos componentes principais do processo de ensemble
docking. Os outros componentes utilizados na ferramenta estéo descritos no préximo capitulo,
juntamente coma metodologia utilizada.
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5 METODOLOGIA DE IMPLEMENTACAO

Neste capitulo serdo descritos os métodos, ferramentas e tecnologias utilizadas no
desenvolvimento da aplicacdo. Serdo descritos detalhes, como frameworks utilizados, e
diagramas UML sobre a ferramentaconstruida. Aquiserdo tambémdetalhados os motivos da
utilizacdo das tecnologias empregadas.

5.1 Tecnologias empregadas

Para cumprir o objetivo de seruma ferramenta genérica e que seja de facil utilizacéo,
foi criada uma aplicacédo Java com interface web. O principal motivo para a escolha do
desenvolvimentode uma ferramenta web, e ndo desktop, é a facilidade de uso para o usuério.
Utilizando tecnologias como a biblioteca Swing do Java, seria necessario que o usuario
instalasse a ferramentanoseu préprio computador, além de impor certos requisitos como a
instalacdo da JRE Java. Atraves de uma ferramenta web, é possivel criar-se uma interface
rica, de facil utilizacéo, e acessivel da web caso necessario no futuro.

Alémdisso, é possivel observar o sucessoda ferramentaonline BLAST: Basic Local
AlignmentSearchTool (ALTSCHUL et al, 1997). Ela permite realizar alinhamento locais em
uma ferramenta disponivel atoda a comunidade online. Basta realizar o upload dos arquivos
através do browser que o processo é iniciado. E comeste nivel de facilidade de uso que a
ferramenta de ensemble docking esta sendo construida.

5.2 Diagrama de classe

O diagrama de classe € a representacdo da estrutura na forma grafica das classes
implementadas e/ouaserem desenvolvidas. Na Figura 5.1 had o modelo grafico das classes
implementadas na aplicacdo para realizacdo de Ensemble Docking. Este modelo néo inclui as
classes de teste unitario.
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Figura 5.1 — Diagrama de Classes

Fonte: Proprio autor



5.3 Diagrama de atividades

O diagrama de atividades € a representacao do fluxo de execuc¢do do programa. A

Figura 5.2 ¢ ummodelo do fluxo a ser executado emumprocesso de Ensemble Docking.

act Diagrama de Atividades - Ensemble Ducking)

Aplicacdo Gromacs Autodock Tools Autodock

Upload dos
Arquivos PDB do
Ligante e
Receptor

grompp - mdrun - )
Minimizacao de =4 Minimizacdo de
L energia ) L energia )
f grompp - Y mdrun - )
Dindmica Dindmica
Molecular Com = Molecular Com
Restricao de Restricao de
L posicoes J L posicoes )
r r ~
grompp - mdrun -
Dindmica Dindmica
Molecular Sem = Molecular Sem
Restricdo de | { Restricio de
|_posicoes ) |_posicoes J

Prepara
Ligante

Prepara
Receptor

Prepara
Pardmetros

Prepara
Arquivo
Parametros
Autogrid
Prepara
Arquivo
Parametros
Autodock
Realiza
Docagem ~|_Autogrid
Converte
Resultado da rm;dock

Docagem para
PDBQT

Guarda Energia
Livre

Gera Grafico
Energia Livre

Gera Representacdo
Melhor Docagem

Figura 5.2 — Diagrama de Atividades

Fonte: Préprio autor
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54 Diagrama de caso de uso

O diagrama de caso de uso descreve a funcionalidade de umsistema, sendo uma
ferramenta adequada para descrever os requisitos funcionais de umsistema. A Figura 5.3 é
um modelo do caso de uso para execucdo de Ensemble Docking. O modelo tempoucos
interagdes por parte dopesquisador, mas a chamada inclui véarias funcionalidades, desde a

entrada de parametros, passando pela realizacdo da dindmica moleculare dasdocagens, até a
geracdo dos graficos para exibicdo dos resultados.

Realiza

Entrada de
<<include>>_ - - - - - “\_Parametros
Ensemble ——
Docking

' ~
Pesquisador

Realiza
Dindamica

Molecular
\

e
\ <<|nc~|gde>>
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Visualiza !
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- Autodock
\ RS -
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Representacao
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Figura 5.3 — Caso de uso

Fonte: Prdprio autor
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55 Java

No trabalho sera utilizada a linguagem Java para o desenvolvimento da interface de
interacdo do usuério. Especificamente sera utilizado Java para WEB. Nesta se¢do serdo
descritas as vantagens de utilizar esta linguagem, alémdas estratégias utilizadas.

5.51 AlinguagemJava

A linguagemJava iniciou no ano de 1991. Uma das suas principais promessas era
possibilitar gue 0 mesmo codigo rodasse emvarias plataformas. A primeira versao foi lancada
pelaSun em1995. Desde laa linguagemevoluiu até a sua ultima verséo, Java SE 8, que foi
lancada em 18 de marco de 2014.

Java é uma linguagem orientada a objeto e fortemente tipada. Ao executar a
compilacéo, € gerado umcodigo chamado de Bytecode. Este codigo é executado pela Java
Virtuam Machine (JVM). Cada sistema operacional ou plataforma possuia sua JVM que ira
interpretar e executar o codigo em Bytecode, possibilitando assim que o cddigo compilado
rode em qualquer plataforma (DEITEL, 2014).

A linguagem Java pode ser divida em varias plataformas, dentre as quais as de
interesse paraeste trabalhosdo a Java SE, que € a base da linguagem Java, e a Java EE, que
permite dentre outras coisas que o codigo Java seja utilizado como umservidor web provendo
paginas dindmicas. Para isso, conforme é definido na especificacdo da plataforma, ¢

necessario utilizar um container web, tal como Apache Tomcat ou Jetty (HANS, 2003).

5.5.2 Java para Web

A linguagemJava permite a criagdo de contelido dindmico na web através de Servlets
e JavaServer Pages (JSP). Como a utilizagdo dos Servlets nativos € bastante onerosa, existem
véarias bibliotecas que estendem os Servlets nativos da linguagem Java, facilitando o
desenvolvimento, dentre eles pode-secitar JSF, Struts e Spring MVC (HANS, 2003). Dentre
0s citados, neste trabalho sera utilizado Spring MVC, pois é sabido que ele tema maior
facilidade de configuracéo e a melhor performance.

Mesmo com a utilizagdo de Spring MVC, a utilizacdo da tecnologia JSP ainda é
possivel. JSP contémtags de marcagdo padrdo, como tags HTML, mas alémdisso possui tags

que permitema insercao decontetdo dindmico na pagina. E possivel, por exemplo, realizar
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uma buscaemumbanco de dados no servidor Java, e exibir o resultado da consulta para o
usudrio através de atributos inseridos na pagina JSP (HANS, 2003). A relagdo entre JSP e
Spring MVC acontece no momento em que o Spring MVC mapeia enderecos para certos
controladores, que por sua vezpossuemeste tipode I6gica e podemindicar qual JSP deve ser
renderizado para o usuario, substituindo valores previamente marcados no JSP por contetudo
dindmico.

Com o Spring MVC, é possivel utilizar JSPs para a renderizacdo do HTML e
chamadas Ajaxpara futuras atualizacdes de dados natela sema necessidade de recarregar a
pagina. Estas chamadas Ajax nada mais sdo do que chamadas HTTP através de codigo
Javascript queé executado nonavegador do usuario (GARRET, 2005). Estas chamadas HTTP
buscaminformacdes no servidor, no casoprocessadas por controladores do Spring MVC, e
recebem o resultado sem a necessidade de carregar a pagina novamente. Desta forma €
possivel atualizar o contetdo emtela com estas informacdes, proporcionando uma resposta

mais rapida ao usuéario e uma melhor experiéncia de uso.

5.53 Spring Boot

Uma das principais bibliotecas utilizadas na aplicacao foi a Spring Boot. Ela inclui
uma série de bibliotecas previamente testadas em conjunto como sua dependéncia. Além
disso, elapossuiumgrande enfoqueemdiminuir o tempo de configuracdo de umprojetoJava
Web, o0 que ajudou o projeto a cumprir mais objetivos dentro do prazo previsto.

Umas das maiores funcionalidades do Spring Boot ¢ a facilidade em incluir um
servidor Java Servlet embutidona aplicacdo. Através desta técnica ndo € necessario que a
aplicacdo Java web seja incluida dentro de um recipiente web, o que acontece é que 0
recipiente esta embutido dentro do pacote final, possibilitando ser rodado como um
executavel. O Spring Boot permite a utilizagdo do A pache Tomcatou do Jetty como servidor
de aplicagdo embutido, na ferramenta construida optou-se pelo Jetty.

5.54 Chamada de linhade comando

Uma dos motivos para a escolha da linguagem Java para implementacéo da
ferramenta é a sua integracdo com ferramentas de linha de comando. Como é necessério



43

chamar vérias aplicacdes através da linha de comando, tais como Gromacs, Autodock e

Pymol, este tipo de integracdo € muito importante.

A integracdo de um programa com outros programas que rodam em linha de
comando traz alguns desafios. O primeiro é a sincronizacdo da saida de console destes
programas. Foiidentificado durante o desenvolvimento que alguns programas precisamter a
suasaida lida paraqueasuaexecucdosiganormalmente, pois provavelmente efetuam a saida

para o console de maneira sincrona. Ja outros programas nao apresentaram esta dificuldade.

E sabidoque fazeraaplicacio Java depender de aplicacdes instaladas na maquina
gera uma série de dependéncias, como o caminho de sua instalacdo e versdo. Alguns
programas chamados, como o Autodock porexemplo, ja foram construidos comenfoque em
retrocompatibilidade. Neste caso, dentro do arquivo DPF de parametros para a docagem
existe umatributo coma versao dos parametros, para possibilitar retrocompatibilidade em
novas versdes do Autodock.

Alémdisso, foicriado dentroda aplicagdoumarquivo de pardmetros comextenséo
properties, que é utilizado pela aplicacéo para uma série de configuragdes, dentre elas o local
de instalacao de ferramentas externas.

5.55 Apache Mawen

A ferramenta de automagdo de compilagdo Apache Maven (MAVEN, 2011) foi
utilizada para a compilacéo e resolucéo de dependéncias. Conforme Fuxreiter (2010, p.2,

traducdo nossa), ele é definido da seguinte maneira:

Apache Maven €é uma ferramenta de gerenciamento de projetos e compreensao.
Baseado no conceito de modelo de Project Object Model (POM). Maven pode
gerenciar a compilacdo do cddigo fonte, do processo de construgdo do projeto,
reportacdo e documentacdo a partir de um arquivo de configuragdo central. [...]
Projetos Java podem ser automaticamente construidos de uma maneira a cumprir 0s
requisitos OSGi através do plugin de empacotamente do Maven. Além dissso,
Maven suporta gerenciamento de dependéncia através da descarga de artefatos
externos de repositérios publicos ou privados por demanda durante o processo de
construgdo e pode publicar aplicacBes geradas em locais remotos.

No projeto sendoexecutado, o Apache Maven foi especialmente util, pois todas as
bibliotecas foramgerenciadas através doseu sistema de gerenciamento de dependéncias. Nao
foi necessario descarregar manualmente as bibliotecas e inclui-las manualmente no projeto.
Paraa inclusdo das bibliotecas, foramincluidas entradas no arquivo pom, que ¢ definido no



formato XML (Extensible Markup Language). Todas as bibliotecas estavamdisponiveis no
repositorio central do Maven, fazendo com que o processo de construcdo se tornasse
agnastico de ambiente, podendo ser executado em qualquer ambiente comas ferramentas

necessarias e acesso a internet.

5.56 JFreeChart

A do grafico com coordenadas bidimensionais é feita através da biblioteca
JFreeChart (Gilbert, 2002). Paraa geragédo do gréafico, explicado e listrado no Capitulo 6.6.2,
foi utilizada a versdo 1.0.19dabiblioteca. A biblioteca fornece graficos de pizza, de barras, de
Gantt, plotagem X Y e combinagdes destes.

Durante o desenvolvimento foram avaliadas outras op¢des, como bibliotecas de
geracdo de graficos através de javascript, mas a geracao no lado servidor foi escolhida pela
natureza sincrona da aplicacdo. Apesar destas bibliotecas terem maiores opcdes de
interatividade, foiavaliadose objetivo principal que € a analise da docagem, seria atingido

semonus através da utilizacdo desta biblioteca.

56 Teste unitario

Durante o desenvolvimento foi utilizada a técnica Desenvolvimento Guiado por
Testes (Beck, 2003). Foram primeiramente criados testes unitarios para cada uma das
chamadas a outras ferramentas, entdo implementado o c6digo de chamada de cada uma das
funcionalidades. O resultado foi um codigo desacoplado e de facil manutencdo. Conforme
visto no diagrama de classes, as classes tem papéis bemdefinidos e estdo organizadas por
funcionalidades.

A utilizacdo de testes unitarios permitiu também diminuir o tempo de
desenvolvimento. O processo completo de ensemble docking pode levar algumas horas,
dependendo dos parametros utilizados. Para que nao fosse necessario rodar todo este processo
no desenvolvimento de uma nova funcionalidade, foram criados arquivos de exemplo de
entrada paracada umdos processos, entdo o teste unitario é rodado para aquele processo em
especifico, garantindo a sua correta implementacgéo verificando se a saida temo resultado
esperado.
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Para chamadas de utilitarios externos, como o Gromacs e o Autodock, arquivos de
exemplo paraasuachamada foramarmazenados dentro do pacote de testes. Estes arquivos
eram utilizados como parametro para estas chamadas, e ao final passou a ser verificado se o

arquivo de saida esperado foi gerado.

5.7 Ambiente operacional

Para o desenvolvimentofoi utilizado o sistema operacional Ubuntu, na sua versao
14.10. A escolha deste sistema operacional como base para o desenvolvimento se deveu a
disponibilidade das ferramentas de bioinformatica pra ele, emcomparagdo comas alternativas
OS X e Windows. As ferramentas Autodock, Gromacs e Pymolpodemser instaladas através
do seu gerenciados de pacotes padrdo APT: Advanced Packaging Tool.

Como IDE (Integrated Development Environment, ou Ambiente de
Desenvolvimento Integrado), foi utilizado o Intellij (JETBRAINS, 2003). Esta ferramenta
possuiintegracdo completo coma linguagemJava, a ferramenta de automacgéo de compilagao
Apache Maven (MAVEN, 2011), e ao controle de verséo Git.

58 Premissas de execucdao

Como a aplicacdo tem uma série de dependéncias, além do ambiente operacional
para desenvolvimento, 0 ambienteemque a aplicacdo sera instalada deve seguir as seguintes
premissas:

Ser utilizado emumsistema Unixcomo shell no caminho /bin/sh.
Ter Java versdo 8 ou superior instalado.

Ter a ferramenta Autodock na versdo 4.2 instalada.

Ter Gromacs 4.6.5 instalado.

Ter AutoDockTools 1.4.5 instalado e o seu caminho configurado no arquivo de
propriedades.

Ter o Pymol versédo 1.7.4 instalado.
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59 Controle de versao

Como repositorio de cédigo foi utilizado o Git (TORVALDS; HAMANO, 2010),
hospedado no servigo Github. O Github foi escolhido por ser um dos mais conhecidos
servicos de hospedagem de cddigo aberto. A pagina do Github &

https://github.com/jonasflesch/ensembledocking.

A ferramenta esta disponibilizada para a comunidade atraves da licenca GNU
General Public License (Free Software Foundation, 1991). Esta licenca foi escolhida pela
liberdade que ela da para utilizacdo da ferramenta e do seu codigo fonte em projetos futuros,
tanto de cddigo aberto como de codigo fechado.

Para facilitar a contribuicdo deoutras grupas depesquisa e da comunidade, foi criada
uma pagina com informacBes sobre como importar o projeto para desenvolvimento. Esta
pagina informativa foi escrita na linguagem markdown, que permite criar paginas de
documentacdo commarcacao de texto, de maneira a ficar disponivel para o pablico através da
web. O resultado pode ser visto na Figura 5.4.


https://github.com/jonasflesch/ensembledocking
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README.md

Ensemble Docking

Trabalho de concluséde do aluno Jonas Flesch

Instrugoes para importagao

Este & um projeto Maven. Sempre importe como tal na sua IDE. Passo a passo para importagéo:

1) Instalacédo das ferramentas de Bioinformatica

A aplicagdo se integra com varias ferramentas, a maioria delas instalaveis através do gerenciados de
pacotes da distribuigdo:

+ Gromacs 4.6.5
« Autodock 4.2.5.1
* MGLTools 1.5.6
* Pymol 1.7
2) Importar o cédigo fonte

Para importar o cédigo fonte, sera necessario ter um cliente git instalado. Para importar & partir do
cliente linha de comando, execute o seguinte comando dentro da pasta em que deseja realizar a
importagéo:

git clone https://github.com/jonasflesch/ensembledocking.git

3) Importar para a IDE de Desenvolvimento

3.1) Eclipse

A sua versdo do Eclipse deve conter o plugin do Maven e de desenvolvimento Web. Para isso, ao
realizar o download do site selecione a opgdo compativel com Java EE. Apés abrir o Eclipse Java EE,
importe o projeto como um projeto Maven:

File -> Import -> Maven -> Existing Maven Projects -> Busque o diretério dos fontes criado no passo
2.

3.2) IntelliJ

Para abrir o projeto no IntelliJ, basta ir em Open Project e buscar o diretério onde o projeto foi
importado no passo 2.

4) Rodar a aplicagao

A aplicaggo foi desenvolvida utilizando o framework Spring Boot, fazendo uso do servidor de
aplicagdo embarcado Jetty. Desta maneira, para rodar a aplicagéo basta rodar a classe Application,
pois ela tem um método main que ird subir a aplicago.

A porta padréo é a 8080, entdo apds subido o servidor basta acessé-la pela url abaixo:

http://localhost:8080

Ambiente operacional

A aplicag8o foi desenvolvida utilizando:

Ubuntu 14.04 x64
Java 1.8

Maven 3.0.5
IntelliJ IDEA 14
Gromacs 4.6.5
Autodock 4.2.5.1
MGLTools 1.5.6
Pymol 1.7

Figura 5.4 — Passo a passo para instalacdo do ambiente de desenvolvimento

Fonte: Préprio autor



48

5.10 Internacionalizagéo

Como um dos principais objetivos da ferramenta € servir para a comunidade
cientifica e ser utilizada como umservico aberto, se faz coerente a internacionalizacdo da
mesma. Foiimplementada uma maneira que torna transparente a selecéo da linguagem por

parte do usuario: a linguagemde preferéncia donavegador web é utilizada como base para a
linguagemem que a aplicagéo exibe os seus textos.

Na Figura 5.5 é demonstrada a configuracéo de linguagem do navegador Chrome,
onde a lingua inglés tem mais prioridade que a lingua portugués.

Languages

Add languages and drag 1o order them based on your prefet
Languages E
English (United States)
English

Portuguese

Figura 5.5 — Lingua inglés commais prioridade no navegador Chrome
Fonte: Préprio autor

Um cabegalho HTTP é passado pelo navegador emtodas as requisicdes comas
configuragdes de linguagem. O cabegalhoemquestdo ¢ o “Accept-Language”, que passa a
ordem de prioridade de cada uma das linguas configuradas pelo usuéario. Os cabecalhos

resultantes da configuracdo demonstrada na Figura 5.5 podem ser vistos na Figura 5.6.

¥ Request Headers View source
Accept: texts/html,application/xhtml+xml,applit
Accept-Encoding: gzip, deflate, sdch
Accept-Language: en-US,en;g=0.8,pt;q=0.6
Cache-Control: max-age=0
Connection: keep-alive
Cookie: JSESSIONID=k7845gxt3vnld9mzejehZhd2
Hosk: localhost: 8880
User-Agent: Mozilla/5.8 (¥11; Linux x86 64) Af

Figura 5.6 — Cabecalhos HTTP com lingua inglés como prioridade no navegador Chrome

Fonte: Préprio autor
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A aplicagdo foi desenvolvida para considerar o cabecalho HTTP “Accept-
Language”, e consequentemente, a configuracao realizada pelo usuario no seu navegador.
Foramincluidas as linguasinglése portugués. Se a lingua com mais prioridade ndo for nem
inglés nemportugués, aaplicacdo é exibida comos textos eminglés. Na Figura5.7 é possivel
visualizar a tela inicial da aplicacdo eminglés, e na figura 5.8 a tela inicial da aplicacdo em

portugueés.

Ensemble Docking  Home

Ensemble Docking

Using this application, it is possible to do Ensemble Docking
processes. To contribute, visit our page at Github

File Selection

PDB File Ligand:
Choose File | Mo file chosen

Select the PDB file in your computer

PDB File Receptor:
Choose File | No file chosen

Select the PDB file in your computer

Parameters

Figura 5.7 — Tela inicial da aplicagdo eminglés

Fonte: Prdprio autor
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Ensemble Docking  Péginalnicial = Sobre Nés  Contato

Ensemble Docking

Através desta aplicacao é possivel realizar Ensemble Docking.
Para contribuir, visite nossa pagina no Github

Selecao de Arquivos

Arquivo PDB Ligante:
Choose File | No file chosen

Selecione o arquivo PDB na sua maquina.

Arquivo PDB Receptor:
| Choose File | No file chosen

Selecione o arquivo PDB na sua magquina.

Parametros

Figura 5.8 — Tela inicial da aplicacdo em portugués
Fonte: Préprio autor

Na Figura 5.8 é possivel visualizar que o texto da pagina estd em portugués, mas o
botdo pararealizacdo do upload das imagens estad eminglés. Isso se deve ao fato de que o
texto do botéo é dependenteda linguagemdo navegador, e ndo da preferéncia de linguagem
do navegador. A versdo do navegador utilizado para realizar as capturas de tela era a versao

eminglés, porisso o texto ¢ “Choose File”.

No proximo capitulo seradetalhada a ferramenta comenfoque nos seus objetivos,
detalhando também o fluxo de execucdo e os resultados esperados. Serdo apresentados
também os arquivos de entrada a seremutilizados, e a saida esperada.
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6 AFERRAMENTA

Neste capitulo sera detalhada a ferramenta que foi desenvolvida. Aqui haverdo os
objetivos da ferramenta, descrevendo o porqué dela ser inica e o que sera atingido integrando
as ferramentas ja descritas atéaqui. Havera ummaior nivel de detalhamento sobre o fluxo de
execucdo a ferramenta e como ela se integracomferramentas como o Autodocke o Gromacs.

6.1 Objetivos

O principal objetivo desta ferramenta é facilitar o processo de Ensemble Docking.
Como descrito anteriormente, para a realizacdo de Ensemble Docking é necessério gerar
varias “poses” através de dindmica molecular, logo estasuite ira integrar-se com a ferramenta

de dinamica molecular “Gromacs”.

Para a realizacdo dos atracamentos, sera utilizada a ferramenta Autodock, descrita no
capitulo 3.1. Como parametro para o Autodock, serdo utilizadas as poses geradas pelo
Gromacs ao longo da simulacdo. Para cada docagemrealizada, sera guardado o seu resultado
para avaliagdo da melhor docagem, aquela com menor energia livre, ou seja, o melhor

encaixe.

As ferramentas relacionadas a bioinformatica normalmente sdo programas
executaveis a partir da linha de comando, ou scripts como o Biopython (BIOPYTHON,
2014). O objetivo aquitambémé propor a aplicacdo de uma interface web para a realizacao

de processos de bioinforméatica, neste caso focado na técnica de ensemble docking.

6.2 Fluxo de execucéo

Na Figura 6.1 estdo representados os passos para do script de docagem. O papel da
interface emJava sera chamar este script passando os parametros informados pelo usuario e
retornar os resultados de forma amigavel para o usuério, que estard acessando através de um
navegador de internet.
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Calkcula centro
geometrico do
ligante eda massa
damolecula

Fara cada pose

Geraarquivosde
parametro DPF &
GPF

Calculo centro o Calcula carga do

— faro Realiza a docagem

Aplica filtro de
posic3o relativa ao
grupo Heme

Aplica filtrosde

distincia do ligante Gera estatisticas

Figura 6.1 — Fluxo do algoritmo

Fonte: Proprios autores

A interface deverdpermitir que 0s parametros necessarios paraa execu¢ao do script
sejampassados pelousuéario, com validagdes minima para que os dados estejamde acordo
como que o script precisa para executar a docagem. Caso aconteca algumerro ou alguma
critica mais avancada quanto as ferramentas comque o scriptse integra, este erro devera ser
exibido ao usuario. Em caso de sucesso, o resultado deveraser retornado para o usuario, com

informacdes suficientes para que ele possa seguir a sua pesquisa.

6.3 Arquivos de parametro

Os principais parametros da ferramenta sédo os arquivos do ligante e do receptor. O
formato dos arquivos de parametro é PDB (Protein Data Bank). Este formato de input foi
escolhido pois, segundo SUSSMAN et al. (1998), ele é o maior padrdo de formatos de
arquivo com coordenadas tridimensionais de proteinas, sendo utilizado por centenas de
programas. Conforme descritono capitulo 2.4, o repositorio central de arquivos PDB continua
crescendo, com utilizagdo muito superior as suas alternativas. Cada linha do arquivo
representa a coordenada de umatomo da proteina, conforme pode ser visto na Figura 6.2.
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receptor_old.pdb x

ATOM 3779 N LYS B 31 -4.762 -32.519 49.736 1.00 52.13 N
ATOM 3780 CA LYS B 31 -5.755 -32.498 48.600 1.00 52.15 C
ATOM 3781 C LYS B 31 -5.927 -31.155 47.825 1.00 51.25 C
ATOM 3782 0 LYS B 31 -5.887 -30.087 48.433 1.00 51.07 0
ATOM 3783 CB LYS B 31 -7.105 -32.929 49.103 1.00 52.22 C
ATOM 3784 CG LYS B 31 -8.158 -32.659 48.058 1.00 53.40 C
ATOM 3785 CD LYS B 31 -9.136 -33.794 47.975 1.00 56.89 C
ATOM 3786 CE LYS B 31 -10.157 -33.756 49.0%92 1.00 57.72 C
ATOM 3787 NZ LYS B 31 -11.307 -34.617 48.700 1.00 59.51 N
ATOM 3788 N LEU B 32 -6.139 -31.209 46.499 1.00 50.26 N
ATOM 3789 CA LEU B 32 -6.115 -29.972 45.680 1.00 48.67 C
ATOM 3790 C LEU B 32 -7.372 -29.127 45.796 1.00 47.33 C
ATOM 3791 0O LEU B 32 -8.464 -29.676 46.060 1.00 48.02 0
ATOM 3792 CB LEU B 32 -5.854 -30.270 44.210 1.00 49.08 C
ATOM 3793 CG LEU B 32 -4.456 -30.711 43.739 1.00 49.25 C
ATOM 3794 (D1 LEU B 32 -4.576 -30.876 42.237 1.00 50.57 C
ATOM 3795 (CD2 LEU B 32 -3.285 -29.757 44.077 1.00 48.26 C
ATOM 3796 N PRO B 33 -7.242 -27.783 45.633 1.00 45.12 N
ATOM 3797 CA PRO B 33 -8.421 -26.927 45.587 1.00 43.44 C
ATOM 3798 C PRO B 33 -9.373 -27.420 44.509 1.00 41.86 C
ATOM 3799 0 PRO B 33 -8.920 -27.992 43.512 1.00 42.05 0
ATOM 3800 CB PRO B 33 -7.828 -25.579 45.219 1.00 42.87 C
ATOM 3801 CG PRO B 33 -6.559 -25.597 45.848 1.00 43.33 C
ATOM 3802 CD PRO B 33 -6.033 -26.969 45.538 1.00 44.89 C
ATOM 3803 N PRO B 34 -10.682 -27.207 44.677 1.00 40.94 N

Figura 6.2 — Arquivo PDB

Fonte: Prdprio autor
O arquivo PDB é um arquivo com informag6es em posicdes fixas, com colunas
designadas para cada informacdo. Ao mesmo tempo, existem varios tipos de informagéao
especificadas dentro doarquivo PDB, como uma se¢do cominformacdes sobre aquele arquivo
de coordenadas, se¢édo para designar o autor, dentre outras (WWPDB, 2011). A secéo de
maior interesse € acomas coordenadas de cada atomo, comprefixo “ATOM”. O conteudo de

cada coluna desta secdo pode ser visto na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Colunas da secdo de atomos do arquivo PDB.

Colunas Tipo de dado Definicéo
1-6 Nome do registro
7- 11 Inteiro NUmero unico do atomo

13- 16 Atomo Nome do 4tomo
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17 Caractere Indicacdo de localizacdo alternativa

18 -20 Nome do residuo Nome do residuo

22 Caractere Identificador da cadeia

23 -26 Inteiro Numero sequencial do residuo

27 Caractere Cddigo para insercdo de residuos

31-38 Real(8.3) Coordenadas ortogonais para X em Angstroms
39 - 46 Real(8.3) Coordenadas ortogonais para Y em Angstréms
47 -54 Real(8.3) Coordenadas ortogonais para Z em Angstroms
55 - 60 Real(6.2) Ocupacéo

61 — 66 Real(6.2) Fator de temperatura

77178 String(2) Simbolo do elemento, justificado a direita
79-80 String(2) Carga do atomo

Fonte: Adaptado de WWPDB, 2011.

Como entrada para o ligante e o receptor a seremutilizados no processo de ensemble

docking, o usuario realiza o upload dos dois arquivos “PDB” pela tela inicial da aplicacéo,

conforme a Figura 6.3.

Selecao de Arquivos

Arquivo PDBE Ligante:

Choose File | No file chosen

Selecione o arquivo PDB na sua maguina.

Arquivo PDB Receptor:

Choose File | No file chosen

Selecione o arquivo PDB na sua maguina

Figura 6.3 — Pagina de selecdo de arquivos de parametro

Fonte: Préprio autor
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Durante o processo de upload, aaplicacdonédo armazenao nome do arquivo enviado
pelo usuério, pois isso caracterizaria uma falha de seguranca (OWASP, 2014). Umnovo
nome € utilizado para gravar cada um dos arquivos no disco. A gravacdo no disco é
importante pois as ferramentas que serdo chamadas, como GROMACS e Autodock,
trabalham comarquivos emdisco como parametro.

6.4 Chamada da dinamica molecular

Para realizar a chamada do programa Gromacs, a aplicacdo executatodos os passos
descritos no capitulo 5.3. Dentre 0s mais complexos estaa criagdo do arquivo de parametros
MDP. Na Figura 6.4 pode servistoo arquivo MDP da execucdo da dindmica molecular sem
restricdo de posicoes.

1 title = Tfws

2 cpp = Jusr/bin/cpp

3 constraints = all-bonds

4 integrator = md

5 tinit = @

6 dt = @.e82 + bs !
7 nsteps = 5S@eoe ; total l@e@ ps.
8 nstcomm = 1

9 nstxout = 5@e

1@ nstwvout = @

11 nstfout = @

12 nstlog = 1@e@

13 nstenergy = 1@@

14 nstlist = 1@

15 ns_type = grid

16 rlist = 1.8

17 coulombtype = PME

18 rcoulomb = 1.8

19 vdwtype = C(Cut-off

28 rvdw = 1.4

21 fourierspacing = @8.12

22 fourier_nx = @8

23 fourier_ny = @

24 fourier_nz = @8

25 pme_order = 4

26 ewald_rtol = 1le=5

27 optimize_fTt = vyes

28 ; Berendsen temperature coupling is on in three groups
29 Tcoupl = berendsen

3@ tau_t = 8.1 8.1
31 tc_grps = Protein SOL
32 ref_t = 3@e 308
33 3 Pressure coupling is on

34 Pcoupl = parrinello-rahman
35 pcoupltype = isotropic

36 tau_p = 8.5

37 compressibility = 4.5e-5

38 ref_p = 1.8

39 ; Generate velocites is on at 380 K.

48 gen_vel = yes

41 gen_temp = 3@0.0

42 gen_seed = 173529

Figura 6.4 — Arquivo MDP

Fonte: Préprio autor
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Os parametros passados na tela inicial da aplicacdo influenciam diretamente em
como os parametros doarquivo MDP séo gerados. Na Figura 6.5 é possivel ver os parametros
passados natela inicial. O parametro “Passos da dinamica molecular” serd a saida do atributo

nsteps do arquivo. Ja o parametro “Output a cada”, sera a saida do atributo nstxout.

Parametros

Passos da dindmica molecular
50000

O numero de passos a serem executados na dindmica molecular. Casa passo tem 0.002

picosegundos.
Output a cada
50

A cada quantos passos deve ser executada uma docagem.

Figura 6.5 — Parametros de configuracéo da aplicacdo

Fonte: Préprio autor

6.5 Chamada da docagem

A guantidade de docagens a seremrealizadas € o resultadoda divisdo dos passos da
dindmica molecular pelo “Output a cada”. Conforme descrito no capitulo 6.2, as
conformacdes resultado de cada passo sdo os parametros para docagem. A aplicacédo carrega
paraamemaria o PDB resultanteda execugdo do programa triconv, e quebra este arquivo em
cada uma das conformagdes, buscando pela ancora “ENDMDL”, que define o final de uma

conformagao no PDB.

Cadauma das conformacdes é utilizada para uma docagem completamente distinta,
onde sera feita uma chamada para o Autodock passando como liganteo arquivoenviado pelo
usuario no inicio do processo, e como receptor a conformagao extraida como resultado da

dinamica molecular.

O resultadode cada docagemé umarquivo PDBQT. A aplicacdo busca pela ancora
"Estimated Free Energy of Binding =", que é 0 pontodo arquivo que indica a energia livre
daquela docagem. No exemplo da Figura 6.6, a energia livre foi de -4.24 kcal/mol.
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MODEL 1
USER Run
USER DPF
USER
USER Estimated Free Energy of Binding
USER Estimated Inhibition Constant, Ki
USER
USER (1) Final Intermolecular Energy
USER vdW + Hbond + desolwv Energy
USER Electrostatic Energy

] USER (2) Final Total Internal Energy

USER (3) Torsional Free Energy

USER (4) Unbound System's Energy

USER

USER

USER NEWDPF move filelLigand.pdbqt

USER MEWDPF about 5.575000 -3.855000 35.608700

USER NEWDPF tran@ 41.184774 47.849396 48.903404

USER NEWDPF quaternion® 0.537905 -0.561580 0.354695 -0.519112

USER NEWDPF axisangle® 0.629345 -0.657045 0.414990 -117.454561

USER NEWDPF quat® 0.629345 -0.657045 0.414990 -117.454561

USER keepresnum = 1

USER

1
/tmp/dock2062357385588378132/fileLigand.dpf

-4.24 kecalymol [=(1)+(2)+(3)-(4)]
774.61 uM (micromolar) [Temperature = 298.15 K]

-4.24 kcal/mol
-4.20 kcal/mol
-0.04 kcal/mol
+0.00 kcal/mol
+8.00 kcal/mol
+0.00 kcal/mol

Figura 6.6 — Fragmento do arquivo PDBQT de saida

Fonte: Préprio autor

6.6 Exibicdo dos resultados

Para exibicdo dos resultados, sdogeradas duas saidas, a representacéo tridimensional
da melhor docagem, e o grafico de energia livre ao longo do tempo.

6.6.1 Representacdoda melhor docagem

Pararepresentaramelhordocagem, é exibida uma representacgéo tridimensional da
docagem. Uma representacdo tridimensional é muito importante, conforme afirmado por
Seeliger, 2010: "O exame visual da geometrias previstas de ligacdo (poses de ancoragem),
assim, contribui decisivamente para o desenvolvimento de umcomposto de lider”. Para a
geracdo da representacdo em formato de imagem a aplicacdo utiliza o programa Pymol
(DELANO, 2002).

O primeiro passoé transformar o arquivoPDBQT de saida do Autodock para PDB.
Este processo € realizado cortando todos os valores apds a sexagéesima sexta coluna do
arquivo, que sdovalores adicionais ao PDB classico e relevantes apenas para o0 Autodock.

Aposaconversdo do arquivo PDBQT em PDB, a aplicacdo gera umarquivo PML,
que sera utilizado como parametro para o Pymol. Conforme pode ser visto na Figura 6.7, 0
arquivo PML contém instrucGes da linguagemde script propria do Pymol.
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load ftmp/dock1713675739417169333/filelLigand_docked.pdb, ligand
load /tmp/dock1713675739417169333/308360213.pdb, receptor

hide lines

show lines, receptor

show sticks, ligand

png /home/fjonasflesch/bio/docked_images/1424990815.png, dpi=300
log_close

quit

Figura 6.7 — Arquivo PML

Fonte: Proprio autor

No arquivo de instrucdes para o Pymolexisteminstrucdes paracarregar 0s arquivos
do ligante resultado da docagem, e do receptor, resultado da dindmica molecular. H4 também
instrucOes paraexibir o receptorno formato de linhas e o ligante no formato de gravetos, o
que facilita a visualizacdo da posicdo do ligante no resultado final. Por fim, o resultado é
exportado para uma imagem no formato PNG e o programa é fechado. Um exemplo de

resultado pode ser visto na Figura 6.8.

Figura 6.8 — Imagem de saida do PyMOL

Fonte: Préprio autor
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6.6.2 Grafico de energialivre aolongo do tempo

Uma saida importante para andlise de qualidade do ensemble docking é um grafico
de energia livre ao longo do tempo. Como a dindmica molecular é a simulacdo da exposicao
da molécula em um liquido, ao longo desta simulacédo a estrutura da molécula é alterada.
Conforme a estrutura vaisendoalterada, o resultado das docagens pode variar para melhor ou
para pior.

Paraa geracdo deste gréfico ¢ utilizada a energia livre de cada docagem. A forma de
obtencdodaenergia livre podeservista no Capitulo 3.1. O eito “x” do gréfica é o tempo, ou
quantidade de passos da dinamica molecular, e o eixo “y” é a energia livre naquele momento.
Um exemplo de grafico de energia livre ao longo dotempo pode ser obtido abaixo, na Figura
6.9.

Enegia Livre ao Longo do Tempo

Energia Livre

2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000
Tempo (picosegundos)

Figura 6.9 — Energia Livre ao Longo do Tempo

0 500 1,000 1,500

Fonte: Prdprio autor
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6.7 Oportunidades de melhoria

O trabalho quefoiexecutado foiadequado paraumTrabalhode Concluséo de Curso,
mas para que a ferramenta se torne mais completa e atenda melhor usuarios sem
conhecimento de linguagens de programacao algumas melhorias podem ser realizadas.

Uma destes melhorias € a realizagdo de requisi¢es assincronas. Foi identificado,
durante a construcéo da ferramenta de ensemble docking, que dependendo dos parametros o
processo pode levar véarias horas. Como a aplicacao foi criada semnenhumtipo de requisicdo
assincrona, se o usuario fechar o navegador de internet ou tiver uma perda de conexdo, ele
pode néo veros resultados da docagem. Para solucionar este problema, pode ser utilizado
como exemplo uma ferramenta muito utilizada em outro campo da bioinformatica, o
alinhamento de sequéncias, a BLAST: BasicLocal AlignmentSearch Tool (ALTSCHUL et al,
1997). Durante a utilizacdo desta ferramenta, o usuério solicitaumalinhamento e recebe uma

chave dasuasolicitacéo. De possedesta chaveele podeconsultar asituagdo do alinhamento.

Outro ponto daaplicagdoque pode ser melhorado é sua interface visual. Poderiam
serincorporadas paginas de explicacdo ao usuario de quais processos estdo sendo chamados e
como cada parametro influencia na execucdo. Poderiam também ser dadas dicas para
interpretar o resultado, com mais informacdes sobre os graficos gerados.

No proximo capitulo serdo detalhados resultados obtidos através do uso da
ferramenta. Serd possivel ver resultados dedocagens realizadas utilizando a ferramenta bom
como a comparagéo destes resultados comuma docagem tradicional.
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7 RESULTADOS OBTIDOS

Durante este capitulo serdo analisados resultados de execucdes de ensemble docking
a partir da ferramenta. Foramescolhidos como casos de teste ligantes que tenham encaixe
relevante com o citocromo P450, na sua variante 2E1. Para obtencdo destes ligantes, foi
utilizado o Protein DataBank, umabase de dados publica de proteinas e ligantes ja definida
anteriormente neste trabalho.

7.1 P450 2E1 x omega-imidazolyl-decanoic

O primeiro ensemble docking que sera analisado sera utilizando o ligante omega-
imidazolyl-decanoic sendo docado no receptor P450 2E1. Para obter os arquivos PDB
necessarios, foi-se utilizado o Protein Data Bank como fonte de dados. Foi utilizada a
conformacdo 3GPH (PORUBSKY; BATTALIE; SCOTT, 2010), que possui um CYP e um
omega-imidazolyl-decanoic. O arquivo foianalisado e separado manualmente para obter-se
dois arquivos PDB distintos: umpara o receptor (CYP), um para o ligante (omega-imidazolyl-
decanoic). NaFigura 7.1 pode servistaa conformagdo da docagem, e na Figura 7.2 o grafico
de energia livre ao longo do tempo.

Os arquivos foram selecionados na aplicacdo utilizando a interface web. Como

parametros foram passados:

Passos da dindmica molecular: 5000
Output a cada: 100

A simulacdo levou uma hora e trinta minutos em uma maquina virtual com trés

cores, virtualizados a partir de um processador Intel Core i5com 2.5 Ghz.

AnalisandoaFigura 7.1, que demonstra a representacio tridimensional da docagem,
é possivel visualizar que o ligante ficou posicionado em uma regido de encaixe da
conformacdodo CYP, que é o resultado esperado. Ja observando a figura 7.2, que contéma
energia livre ao longo do tempo, é possivel visualizar que a energia livre varia ao longo da
simulacdo dadinamica molecular. Isto demonstra que a capacidade do ligante se docar, ou
encaixar, no receptor de fato varia coma aplicacdo da dindmica molecular.
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Figura 7.1 — Conformacéo Final da docagem P450 2E1 x omega-imidazolyl-decanoic

-1

Energia Livre

-5

Enegia Livre ao Longo do Tempo

Fonte: Préprio autor

300

1,000

1,500

2,000 2,500 3,000
Tempo (picosegundos)

Energia Livre

3,500

4,000

4,500

5,000

Figura 7.2 — Energia Livre ao Longo do Tempo P450 2E1 x omega-imidazolyl-decanoic

Fonte: Préprio autor
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Para uma melhor andlise da eficiéncia do atracamento, foi realizada uma docagem
manualmente utilizandoo mesmo ligante e receptor semo uso da dindmica molecular. Para
isso, foi-se utilizado o Autodock Toolse 0 Autodock. Como parametros foram utilizados os
mesmos arquivos PDB que forma utilizados para ensemble docking. Como resultado foi
obtida umaenergia livre de -5,21 kcal/mol. No gréfico a energia livre foi multiplicada por -1
para obter-se valores positivos e ter-se uma melhor visualizacdo dos resultados. A
comparacdo deste resultado como do ensemble docking pode ser vista na figura 7.3.

Energia Livre (kcal/mol) * -1

Docagem manual sem Pior conformacdo ensemble Melhor conformacdo
Dindmica Molecular docking ensemble docking

Figura7.3 - Comparacgdo Resultados docagemtradicional e ensemble docking com P450 2E1
X omega-imidazolyl-decanoic

Fonte: Préprio autor

Pode serobservadoatravés da comparacdo dos resultados que aplicada a dindmica
molecular, ha conformag6es comresultados melhores e conformagdes comresultados piores
do que a conformacado inicial.

7.2 P450 2El1 x 4-methylpyrazole

A segundadocagemque sera analisada seré utilizando o ligante 4-methylpyrazole
sendo docado no receptor P450 2E1. Novamente foi utilizado o Protein Data Bank como
fonte de dados. Foi utilizada a conformagdo 3E4AE (PORUBSKY; MENEELY; SCOTT,
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2008), que possuidois CYP e um4-methylpyrazole. Foi realizada uma separacdo manual do
arquivo PDB obtido através do banco de dados previamente citado, sendo o resultado dois
arquivos, um para o receptor (CYP), um para o ligante (4-methylpyrazole). Na Figura 7.4
pode servistaa conformacdo da docagem, e na Figura 7.5 o gréfico de energia livre ao longo
do tempo.

Os arquivos foram selecionados na aplicacéo utilizando a interface web. Como
parametros foram passados:

Passos da dindmica molecular; 5000
Output a cada: 100

A simulagéo levou duas horas e quarenta minutos emuma maquina virtual comtrés

cores, virtualizados a partir de um processador Intel Core i5com 2.5 Ghz.

A analise aqui feita temresultados muito semelhantes aos da anélise realizada no
capitulo 7.1. Assimcomo na docagementre 0 CYP 2E1 com omega-imidazolyl-decanoic, a
docagementre CYP 2E1 e o0 4-methylpyrazole foi realizada comsucesso, encontrando uma
regido suscetivel paradocagemdentro do CYP. Alem disso, aenergia livre ao longo do tempo
mostrou umresultado bastante claro de que ao longo do tempo a conformacgéo oscila entre
momentos em que a docagem de torna menos suscetivel (menor energia livre), com

momentos com docagem de melhor qualidade (energia livre mais negativa).

Figura 7.4 — Conformacéo Final da docagem P450 2E1 x 4-methylpyrazole

Fonte: Préprio autor
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Enegia Livre ao Longo do Tempo

Energia Livre

0 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000
Tempo (picosegundos)

Figura 7.5 — Energia Livre ao Longo do Tempo P450 2E1 x 4-methylpyrazole

Fonte: Prdprio autor

Novamente para uma melhoranalise da eficiéncia do atracamento, foi realizada outra
docagem manual utilizando o mesmo ligante e receptor semo uso da dinamica molecular.
Como parametros também foram utilizados os mesmos arquivos PDB que foram utilizados
para ensemble docking. Como resultado foi obtida uma energia livre de -2,84 kcal/mol.
Novamente nogréafico a energia livre foi multiplicada por -1 para obter-sevalores positivos e
ter-se uma melhorvisualizagdo dos resultados. A comparagao pode ser vista na figura 7.6.
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Energia Livre (kcal/mol) * -1
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Docagem manual z2m Pior conformacdo ensemble Melhor conformagso
Dinamica Molkecula docking ensembledocking

Figura7.6 - Comparacgdo Resultados docagemtradicional e ensemble docking com P450 2E1

x 4-methylpyrazole
Fonte: Préprio autor

Observa-se nesta segunda comparagdo que a pior energia de uma conformagao
utilizando ensemble docking foi superior a conformacdo da docagemmanual. Umdos fatores
que podeminfluenciar nesteresultado é a aleatoriedade de uma docagemrealizada atraveés do
Autodock. A cada docagem, valores pseudoaleatérios sdo gerados e utilizados na simulacéo, a
fim de simular a aleatoriedade existente nos acontecimentos reais.

7.3 P450 2E1 x Omega-Imidazolyl-Dodecanoic

A terceiradocagemque serd analisada sera utilizando o ligante Omega-Imidazolyl-
Dodecanoic sendo docado novamente no receptor P450 2E1. Novamente foi utilizado o
Protein Data Bank como fonte de dados. Foi utilizada a conformagdo 3LC4 (PORUBSKY;
BATTAILE; SCOTT, 2010), que possui dois CYP e um Omega-Imidazolyl-Dodecanoic.
Como anteriormente, foi realizada uma separacdo manual do arquivo PDB obtido através do
banco de dados previamente citado, separando o ligante do receptor. Na Figura 7.7 pode ser
vista a conformacdo da docagem, e na Figura 7.8 o grafico de energia livre ao longo do
tempo.
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Os arquivos foram selecionados na aplicacédo utilizando a interface web. Como

parametros foram passados:
Passos da dindmica molecular: 50000
Output a cada: 250

A simulacdo levou trés horas e trinta minutos em uma maquina virtual comtrés

cores, virtualizados a partir de umprocessador Intel Core i5com 2.5 Ghz

A andlise aquifeita temresultados muito semelhantes aos das analises dos capitulos
anteriores. A energia livre de cada conformacdo desta docagem ficou mais dispersa no
gréafico, emrazdo do maior tempo de dindmica molecularem relacdo as simulac¢des anteriores.
Nas simulagcGes anteriores foramutilizados 5000 passos, e nesta 50000, um niimero dez vezes
superior. Ao mesmo tempo, foram realizadas o dobro de docagens, visto que o output foi
realizado a cada 250.

Figura 7.7 — Conformacéo Final da docagem P450 2E1 x ligante Omega-Imidazolyl-
Dodecanoic

Fonte: Préprio autor
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Enegia Livre ao Longo do Tempo

Energia Livre

20,000 25,000 30,000 35,000 40,000 45,000 50,000

Tempo (picosegundos)

Figura 7.8 — Energia Livre ao Longo do Tempo P450 2E1 x ligante Omega-Imidazolyl-

0 5,000 10,000 15,000

Dodecanoic

Fonte: Prdprio autor

Assimcomo nas andlises anteriores, foi realizada outra docagemmanual utilizando o
mesmo ligante e receptor semo uso da dindmica molecular. Como parametros também foram
utilizados os mesmos arquivos PDB que forma utilizados para ensemble docking. Como
resultadofoiobtidauma energia livre de -5,91 kcal/mol. Novamente no gréfico a energia livre
foi multiplicada por -1 para obter-se valores positivos e ter-se uma melhor visualizagédo dos
resultados. A comparacdo pode ser vista na figura 7.9.
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Energia Livre (kcal/mol) * -1

= m

[}

Docagem manual s=m Pior conforma;do ensemble Melhor conformacao
Dindmica Molkecular docking ensemble docking
Figura7.9 - Comparagdo Resultados docagemtradicional e ensemble docking com P450 2E1

x Omega-Imidazolyl-Dodecanoic

Fonte: Préprio autor

Aquiforamencontradas docagens melhores e docagens piores utilizando dindmica
molecular,em comparacaoadocagem tradicional. Isto significa que ao executar a dinamica
molecular o receptor foialterado paraestruturas que ndo receberamtéo bemao ligante, mas
ao mesmo tempo também foi alterado para estruturas que recebembemo ligante.



CONCLUSAO

Atravésdo estudo quefoirealizado durante o trabalho e o que foi demonstrado nos

resultados obtidos, conclui-se que os objetivos do trabalho foram totalmente obtidos.

Um dos principais objetivos do trabalho era estudar conceitos e aplicacbes da
bioinformatica. Foirealizado um levantamentode varias areas diferentes da bioinformatica,
desde fundamentos, passando por aplicagbes de sequenciamento, até chegar na analise e
simulacdo estrutural de proteinas, que é o objetivo deste trabalho. Quanto a docagemde
proteinas, queé a principal area de conhecimento que circunda o objeto do trabalho, foram
entendidas e utilizadas as principais ferramentas, sendo integradas comsucesso na aplicagéo

desenvolvida.

Como uso da ferramenta construida, a realizacdo de ensemble docking se tornou
possivel coma utilizacdo de apenas uma interface. Como foi demonstrado durante o trabalho,
sema utilizacdo da ferramenta construida haveria umgrande trabalhno manual do pesquisador
paraexecutartodos 0s passos necessarios no Gromacs. Ndo obstante, a chamada manual da
docagemvia Autodock para cada uma das poses geradas pelo Gromacs € de enorme esforco.
Em alguns exemplos analisados mais de cem poses foram geradas, e para cada uma destas
poses precisamser chamados comandos para a execu¢do do Autogrid e do Autodock, alémde
no final consolidar os resultados para extrair informacdes uteis.

O trabalho nédo tinha como objetivo encontrar um novo candidato a farmaco ou
analisar como diferencas genéticas e consequentemente de estrutura emalguma proteina
afetam a sua docagem com algum ligante, mas sem duvida a ferramenta resultado do
desenvolvimento da pesquisa auxiliara a pesquisas futuras. Como uso da ferramenta sera
possivelagilizar pesquisas futuras que tenhamumdestes objetivos. Utilizando como ligante
um composto que até hoje sofreu apenas tentativas de docagem com receptores (proteinas)
rigidas, sera possivel analisar se hd novas possibilidades de docagem, agora com receptores
flexiveis que passarampelo processode dinamica molecular. Alémdisso, se identificado que
emuma populacdoexistemdiferentes variacbes de uma proteina comdiferentes estruturas,
sera possiveltestar, emvarias simulagbes, como cada uma destas variacdes se liga comum

ligante.

Sugere-se como trabalho futuro a utilizacdo da ferramenta para avaliagdo de
candidatos a farmacos. Através deste uso, poderdo ser identificados mais pontos de melhoria e
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trabalhos futuros, como mais controle para o utilizador sobre os parametros do Autodock e do

Gromacs, ou célculos aseremexecutados pela ferramenta para geragdo destes parametros.

Nas trés simulacdes realizadas, os resultados ficaram dentro dos parédmetros
necessarios: as docagens de cada conformacdo foram realizadas comsucesso, e pode-se
observardiferentes energias livres ao longo de cada conformacgéo da dindmica molecular, que
é o umparametro do sucesso na realizacdo de ensemble docking.

Tendo em mente que um dos objetivos do trabalho era analisar as docagens
realizadas, considera-se estecomo umobjetivo cumprido. Nas duas saidas da ferramenta, a
representacdo tridimensional da melhor docageme o gréafico de energia livre ao longo do
tempo, serapossivel analisara qualidade de uma docagem. De posse dessas duas saidas, €
possivel também pensar em novos parametros para a docagem, como tempos maiores de
dindmica molecular.
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