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Staudinger salientou que “as macromoléculas possuem
propriedades que ndo podem ser previstas a partir

das propriedades das suas unidades constituintes”...
Aparentemente o Unico obstaculo para compreender

a natureza da vida é a sua fantastica complexidade.

A Informética da-nos a esperancga que um dia
possamos vencer também esta dificuldade.

(H.A. Krebs, Persp. Biol. Med., 1971).



RESUMO

Com o advento da era pds-genémica surge, como consequéncia, uma explosao de informacGes
onde inumeras descobertas geram grande quantidade de dados biologicos. Mesmo com o
avanco da tecnologia nas técnicas de predicdo de estruturas de proteinas, ndo é possivel ainda
se encontrar uma ferramenta capaz de predizer com precisdo exata a estrutura 3D de proteinas.
Em decorréncia disso, surgem novos desafios para entender e organizar esses recursos nas
pesquisas, 0 compartilhamento e reuso de experimentos bem-sucedidos, assim como prover
interoperabilidade entre dados e ferramentas de diferentes locais e utilizados por usuarios com
perfis distintos. As atividades de estudos do fluxo destes dados, inicialmente, baseiam-se em
scripts que auxiliam na entrada, processamento e resultado final da analise, normalmente
executados por linha de comando, o que obriga seus usuarios a terem dominio de algoritmos e
I6gica de programacao. Tais scripts apresentam problemas em interferir, coletar e armazenar
dados ao longo de sua execucgéo, e podem ser muito complexos, ocasionando a dificuldades de
implementacdo, manutencéo e reuso. Outro problema é quando um conjunto de tarefas a serem
realizadas através de scripts, podem ter o risco de faltar algum passo no processo ou ndo ser
executado na ordem certa, obtendo-se com isso resultados ndo satisfatorios. Torna-se necessario
técnicas e ferramentas que facilitem esse processo, de maneira organizada como uma sequéncia
de etapas caracterizados por um fluxo de execucgdo, automatizando-se assim este processo.
Neste contexto, buscou-se desenvolver um modelo de workflow cientifico utilizando-se
ferramentas de bioinformatica e de conhecimentos da biologia para automatizar o processo de
refinamento de proteinas, do polipeptidio predito pelo método CReF. Os scripts do processo de
refinamento foram automatizados, com isso foi possivel aumentar a quantidade de
experimentos, mantendo um critério de qualidade aceitavel. Para o resultado final do processo,
desenvolveu-se uma interface web que facilita a visualizagdo dos resultados de uma forma

organizada.

Palavras chaves: Bioinformatica, bioinformatica estrutural, workflows cientificos, predicdo da

estrutura 3D de proteinas, dinamica molecular.



ABSTRACT

As a consequence of the post-genomic era an explosion of information and numerous
discoveries made available large amounts of biological data. Even with the technology
enhancements regarding protein structure prediction techniques, it is still not possible to find a
tool to predict with precision the exact the three-dimensional structure of a given protein. This
brings new challenges, starting from how to understand and organize these resources until
sharing and reuse of successful experiments, as well as how to provide interoperability between
data from different sources, without mentioning the diversity between tools and different user
profiles. This kind of data flow is regularly addressed as command line scripts which require
users to have programming skills. Such scripts have problems interfering, collecting and storing
data while executing. Furthermore, these scripts and can be very complex leading to difficulties
of implementation, maintenance and reuse. Another problem that arises when a set of tasks are
proposed to be conducted through scripts is the possibility of missing any step in the process or
running at incorrect order, leading to inconsistent results. It becomes necessary techniques and
tools to ease this process in an organized way as a sequence of steps characterized by a
workflow, thus automating this process. In this context, we sought to develop a scientific
workflow model using bioinformatics tools and biology expertise to automate the process of
protein refinement of polypeptides predicted by CReF method once the refinement process
scripts were automated, it was possible to increase the amount of experiments while maintaining
an acceptable quality criteria. Finally, was developed a web interface that facilitates the

visualization of the results in an organized way.

Keywords: Bioinformatics, structural bioinformatics, scientific workflows, three-dimensional

protein 3D structure, molecular dynamics.
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1 INTRODUCAO

Predizer a estrutura tridimensional (3D) de proteinas a partir do conhecimento de sua
sequéncia linear de aminoéacidos, sem o auxilio de estruturas de referéncia pré-determinadas,
tem sido um dos maiores desafios da biologia e bioinformatica estrutural. Apesar do avanco
computacional nas técnicas de predicdo de estruturas de proteinas, ainda ndo existe uma
ferramenta capaz de predizer com alta precisdo, comparavel aos méetodos experimentais, a

estrutura 3D de proteinas.

O problema de predicdo de estruturas 3D de proteinas (PSP, Protein Structure
Predicition) através de métodos computacionais pode ser visto como uma das questdes centrais
da Biologia Molecular, ainda sem uma solucdo completa (Pedersen e Moult, 1996; Zhang,
2008). O conhecimento de estruturas tridimensionais é de vital importancia para o entendimento
das funcdes das diferentes proteinas, as quais sdo fundamentais para a maioria dos processos

bioldgicos e tem sido alvo de crescente interesse por parte de pesquisadores.

A disponibilidade de estruturas no banco de dados publico de proteinas PDB (Protein
Data Bank), repositdrio de estruturas de proteinas ja resolvidas, tem favorecido a utilizacdo de
técnicas baseadas em conhecimento, as quais tém obtido sucesso para varias proteinas. O
problema para esse tipo de abordagem é que nem todas as proteinas possuem similaridades no
PDB.

Existem métodos de modelagem por similaridade que realizam predi¢cdes bem-
sucedidas, mas esses métodos s6 sdo possiveis para proteinas que possuem estruturas similares
ja conhecidas. Por essa razdo, a predi¢do de estruturas tridimensionais de proteinas permanece
um desafio, uma vez que diversas estruturas ndo podem ser preditas e/ou determinadas

eficientemente com os métodos existentes.

As pesquisas em bioinformatica sdo realizadas efetuando-se experimentos cientificos
totalmente executados e analisados através de computadores. Grande parte destes
experimentos, chamados in silico !, corresponde & composicdo de varios programas em

sequéncia, onde a saida de um deles é utilizada como entrada de dados do proximo, com a

1 Insilico é uma expressdo comumente usada na simulacdo computacional e areas correlatas para designar algo que

ocorreu em ou através de uma simulagédo computacional.
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utilizacdo de um grande nimero de bancos de dados. Workflows cientificos sdo projetados para
realizar experimentos in silico com o intuito de processar e analisar uma grande quantidade de
dados usando simulacéo computacional. Os experimentos sdo organizados como uma sequéncia
de etapas que caracterizam um fluxo de execucdo, onde em cada etapa utilizam-se diferentes

softwares.

Estes softwares ndo possuem um modelo de representacdo de dados comum. Por isto,
qguando um workflow cientifico é construido com o objetivo de integrar e processar dados, cada
etapa precisa analisar a estrutura dos dados, processa-los e preparar 0s mesmos de acordo com
a estrutura necessaria para a execucdo da proxima etapa do workflow. Desta maneira, 0s
workflows cientificos usam diferentes algoritmos provenientes das areas da matematica e da
ciéncia da computacdo, 0s quais sdo capazes de processar, armazenar e transformar os dados

utilizados em informacéo util para diferentes analises de pesquisadores de biologia.

A comunidade cientifica vem, cada vez mais, utilizando-se de computadores para
execucao e analise de seus experimentos. Geralmente esses experimentos, chamados in silico,
correspondem a composicao de varios programas em sequéncia, onde sua execucao € realizada
manualmente com o uso de shell scripts. Ainda existe uma grande deficiéncia devido a
heterogeneidade e natureza distribuida dos dados, por conta dos diversos formatos especificos
de entrada e saida das ferramentas disponiveis. A execugdo manual de programas sequenciais
ou o uso de shell scripts também apresentam problemas relacionados com a clareza,
flexibilidade, fluxo dos dados e a propria manutencdo do processo. De acordo com Wainer
(1997), o uso de workflows cientificos oferece 0 apoio necessario ao ciclo de execuc¢éo e anélise,
tornando possivel a criacdo de um ambiente com independéncia entre as diversas aplicaces

cientificas.

Este projeto, tem como objetivo desenvolver um modelo de workflow cientifico, capaz
de automatizar o processo de refinamento da estrutura tridimensional de proteinas preditas pelo
método CReF, com o objetivo de se obter resultados confiaveis e menor tempo de execucéo do
processo. O modelo esta organizado em etapas, e com as definicdes de acordo com suas

responsabilidades, que atende aos requisitos levantados.

Este documento também define uma solugdo que possibilita a melhoria da execucéo de
experimentos em Bioinformatica de forma automatizada e com um ganho de tempo, tendo com
isso 0 aumento do nimero de experimentos realizados, assim como a reducdo do tempo total

dos experimentos. Isso é possivel devido a automatizacdo de execucdo das etapas do processo
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de refinamento. Descreve-se 0s resultados realizados com trés proteinas, com caracteristicas

diferentes e com refinamentos j& conhecidos.

EsPara implementar o modelo do workflow proposto, foi utilizado um estudo de caso
usando-se a proteina cujo o codigo PDB € 1GAB, cadeia A da proteina PAB (Escherichia coli),
determinada por NMR, considerada proteina pequena (53 aminoacidos) classe SCOP aq,
(Johansson et al.,1997), juntamente com as proteinas 1YWJ, da estrutura do dominio
FBPWW1 (Homo sapiens), determinada por NMR, considerada proteina pequena (28
aminoacidos), classe SCOP B, (Pires et al., 2005) e a 1GPT, da estrutura em solugdo das
tioninas gama 1-H e gama 1-P de cevada (Hordeum vulgare) e endosperma de trigo determinada
por 1H-NMR determinada por NMR, considerada proteina pequena (47 aminoacidos), classe
SCOP pequenas proteinas (of3), (Bruix et al., 1993) que serviram para completar os testes,

validando assim a execuc¢do do workflow.

1.1 Motivacao

As motivacbes que norteiam este trabalho no ambito da bioinformatica, deve-se a
possissibilidade de se integrar a area computacional e bioldgica para o desenvolvimento de
programas computacionais, com intuito de ajudar na resolucdo de problemas enfrentados pelos

pesquisadores.

A Bioinformética é uma area que vem crescendo desde a década de 90, com o avanco
das pesquisas de sequenciamento do Genoma Humano. Com isso, surgiu a necessidade de
automatizacao dos processos de pesquisa genética de forma otimizada com a utilizacdo de
ferramentas da computacao para entender e resolver os problemas de biologia. O resultado desta
composigdo foi um grande avango nas pesquisas e um aumento relevante no volume de
informacdes extraidas e armazenadas em bancos de dados publicos e privados disponiveis na
internet, fatores decisivos para consolidar a informética como importante area do conhecimento

cientifico.

De acordo com Westhead et al. (2002), os computadores sdo importantes na
Bioinformatica porque muitos problemas nesta area requerem que a mesma tarefa seja realizada
varias vezes, por exemplo, comparar uma nova sequéncia genémica com outras sequéncias de

mesmo tipo armazenadas em banco de dados a fim de descobrir similaridades.

As pesquisas em bioinformatica séo realizadas efetuando-se experimentos cientificos



20

totalmente executados e analisados por meio de computadores. Grande parte destes
experimentos, denominada na comunidade cientifica por experimentos in silico, que
correspondem a composicgao de varios programas em sequéncia, onde a saida de um deles é utilizada
como entrada de dados do préximo, com a utilizacdo de um grande nimero de bancos de dados.
Normalmente, esses diversos programas sdo executados com controle manual pelos cientistas
através do uso de linguagens de shell scripts, que sendo executado dessa forma, ocasiona problemas
para se definir a ordem correta em que as etapas serdo executadas, monitorar sua execugao, entre

outros.

Uma preocupacdo para a realizacdo de experimentos in silico se refere a utilizacdo dos
SGWHIC. Esses sistemas geralmente usam linguagens especificas, obrigando os pesquisadores
a descrever o workflow cientifico em baixo nivel de abstracdo exclusivamente para este sistema.
Por conseguinte, 0s pesquisadores se concentram mais nas questdes de implementacéo e menos
na definicdo de requisitos essenciais do experimento in silico, o que torna toda a tarefa de

concepcao mais complexa.

O desenvolvimento de métodos computacionais para prever estruturas tridimensionais
a partir de sequéncias é provavelmente o Unico caminho para preencher a lacuna entre a
quantidade de sequéncias e resolucdo das estruturas tridimensionais (Lee et al., 2004). Dorn e
Norberto de Souza (2008) propuseram um novo método para predicdo aproximada de estrutura
tridimensional de proteinas, O método CReF (Central Residue Fragment-based method), que
realiza a predigdo da estrutura 3D aproximada de proteinas ou polipeptidios, j& demonstrou
bons resultados, consolidando o potencial cientifico para mais estudos e aplicagdes (Dorn e
Norberto de Souza, 2010, 2008; Dorn et al., 2008).

A ideia do método CReF é que as estruturas aproximadas preditas sejam boas o
suficiente para serem submetidas a protocolos de refinamento pelas técnicas de simulagéo pela
dindmica molecular (DM) (Dorn e Norberto de Souza, 2008). Existem varios métodos de
Mecénica Molecular, os quais diferem-se pela natureza das equages, assim como detalhes das
suas parametrizacdes que opera a partir das coordenadas cartesianas dos a&tomos contidos em
um arquivo no formato PDB. Entre eles estda 0 AMBER 14, um pacote de programas utilizado
para conduzir calculos de Mecénica e Dindmica Molecular de biomoléculas em determinados

campos de forca.

Na revisdo da literatura ndo foi possivel encontrar tecnologias maduras para lidar com

esses experimentos, desde a concepcdo de workflow em niveis mais abstratos, até sua
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implementacdo em um SGWIfC, Sistemas Gerenciadores de Workflows Cientificos.

Considerando este cenario, esta dissertacdo propde uma abordagem de apoio para
experimentos in silico. Para isso desenvolveu-se um modelo de workflow capaz de automatizar
0 processo de refinamento da estrutura 3D aproximada de proteinas, buscando manter suas
principais caracteristicas, automatizando sua execugdo com intuito de minimizar os riscos

envolvidos com a utilizacio dessa tecnologia de resultados incorretos ou inconsistentes.

1.2 Objetivo Geral

O principal objetivo desse trabalho consiste no desenvolvimento de um workflow
cientifico que auxilie os pesquisadores (ou usuarios) em tarefas de experimentos in silico, com
intuito de automatizar ao maximo a configuracao de todos os requisitos necessarios do AMBER
14 a fim de realizar o processo de dindmica molecular, reduzindo-se o tempo necessario de

execucdo e, assim, melhorar o desempenho de suas pesquisas.

1.2.1  Objetivos Especificos

O principal objetivo desta pesquisa consiste em apoiar 0s pesquisadores nos
experimentos in silico que utilizam a tecnologia de workflow cientifico. Esse objetivo pode ser

decomposto em:

e |dentificar, através de revisdo da literatura, as caracteristicas do workflow cientifico

aplicaveis ao projeto;
¢ Definir as atividades de apoio & identificacdo dos requisitos;

e Testar com os resultados extraidos do CReF submetendo ao workflow desenvolvido os

arquivos gerados pelo CReF para validar o resultado do refinamento.

o Definir a representacdo textual a partir das caracteristicas definidas.

1.3 Metodologia

Para o desenvolvimento desse trabalho, segue cada um dos passos executados:

o Realizou-se revisdo da literatura sendo que nesta atividade realizou-se uma reviséo
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sobre a técnica de composicdo de workflow cientifico para experimentos in silico. O
foco desta revisdo inicial foi entender os conceitos basicos desta area de pesquisa, 0S
principais termos e identificar os elementos do dominio de workflow cientifico e suas
caracteristicas. Precisou-se compreender o funcionamento da dindmica molecular,

predicdo de proteinas assim como 0 método CReF.

e Estudou-se alguns sistemas de automacéo do fluxo de trabalho que utilizam workflows
cientificos e pode-se perceber que a composicdo de um workflow requer o
encadeamento de tarefas, a definicdo de parametros destas, a definicdo dos dados de
entrada, a insercdo de fluxos de controle se necessario. A maioria dos SGWfC dispde
de uma interface grafica para construir o workflow. Cabe salientar, que as ferramentas
estudadas apresentam muitos recursos que nao seriam utilizados no workflow de

refinamento do processo de predicao de estrutura pela ferramenta AMBER 14.

e Levantamento de requisitos: nessa atividade identifica-se 0s requisitos necessarios

para o desenvolvimento bem-sucedido deste trabalho;

e Implementacéo: nessa atividade foi realizada a implementacdo do modelo de workflow

e interface web de resultados do refinamento;

¢ Analise dos resultados: nessa atividade foi realizada a validacao dos resultados obtidos

junto com o especialista da area.

Para a criacdo do workflow de automatizacao do processo de dindmica molecular serdo

utilizados os seguintes recursos:

e Linguagem de programacdo o workflow serd desenvolvido utilizando a linguagem
Python, linguagem computacional orientada a objetos de alto nivel, completa e
adequada ao desenvolvimento de aplicagdes baseadas na web, redes fechadas ou
programas standalone, podendo ou ndo depender do uso de recursos de conectividade.
A interface web para visualizacdo dos resultados foi desenvolvida em HTML
(HyperText Markup Language), que significa Linguagem de Marcacédo de Hipertexto
e para definir a formatacdo das paginas usou-se a linguagem de folhas de estilo CSS

(Cascading Style Sheets).

Sistema Operacional: E utilizado o Sistema Operacional GNU/Linux, devido o
mesmo ser uma plataforma open source e também possuir uma grande quantidade de

ferramentas de bioinformatica para este sistema.
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e Aplicacdo de simulagdo por Dinamica Molecular: Para a modelagem e simulacédo

simulacéo por dinamica molecular sera utilizado o AMBER 14, aplicacédo baseada nos

termos de software livre. Recurso computacional de alto desempenho para

investigacao de sistemas bioldgicos. As informacdes sobres os angulos do polipeptidio

séo processadas pelo modulo teLeap do pacote para modelagem molecular AMBER

14, gerando a conformacéo.

e Bancos de dados: Tudo que for submetido serd armazenado em um banco de dados

MySQL para a consulta, processamento e devolucdo dos resultados aos usuérios do

método. O MySQL é um sistema de gerenciamento de banco de dados (SGBD), que

utiliza como interface a linguagem de consulta estruturada (SQL - Structured Query

Language).

1.4 Organizacdo da Dissertacao

A dissertacdo esta organizada em 8 capitulos da seguinte forma:

No Capitulo 1, sdo apresentados o contexto biolégico e computacional da

pesquisa, necessarios para este trabalho, os objetivos propostos e a metodologia.

No Capitulo 2, contém a revisdo de literatura definindo os conceitos diretamente
relacionados com este trabalho, contextualizando sobre Bioinformatica
Estrutural, organizacdo das proteinas em hierarquia e a classificacao estrutural,
residuos de aminoacidos e sua divisdo em grupos, formacdo da ligacéo
peptidica, sobre os tipos de modelagem e métodos de predi¢do de proteinas, o
mapa de Ramachandran, o meétodo CReF de predicdo de estrutura 3D
aproximada de proteinas desenvolvido por Dorn & Norberto de Souza (2008,
2010), apresentando as nove etapas do CReF, sobre uma das técnicas
computacionais estudo de macromoléculas bioldgicas, a Dinamica Molecular,
finalizando com o pacote de programa AMBER 14, ferramenta utilizada para

essa pesquisa.

No Capitulo 3, sdo descritos conceitos de workflows, em especial workflows
cientificos, sua importancia para a bioinformatica e a descricdo de duas

ferramentas de para geracdo de workflow, o Kepler e o Taverna.
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No Capitulo 4, sdo apresentados alguns trabalhos relacionados ao uso de

workflows cientificos em Bioinformatica.

No Capitulo 5, sdo descritas de forma detalhada todas as etapas envolvidas para
execucdo do modelo de workflow desenvolvido, que inclui a implementagéo, a
elicitacdo dos requisitos, a arquitetura do modelo sendo utilizada a proteina

1GBA como Estudo de Caso para ilustrar o uso do workflow desenvolvido.

No Capitulo 6, é apresentada a interface web para disponibilizar os resultados
dos refinamentos de forma organizada, de modo a ajudar o usuario para
visualizar os arquivos de resultados armazenados na pasta gerada pelo

refinamento. Na sequéncia descreve detalhadamente cada tela da interface.

No Capitulo 7, sdo apresentados 0s experimentos com as proteinas 1GPT e
1YWJ, com o objetivo descrever os resultados realizados com o modelo de
workflow desenvolvido, que juntamente com a proteina utilizada como estudo
de caso 1GAB, serviram para desta forma validar a eficiéncia do processo,

demonstrando que os resultados foram muito satisfatorios.

Por fim, o Capitulo 8 apresenta as considera¢des finais, concluindo que o
workflow executa corretamente o refinamento dos diferentes experimentos, as
principais contribuicGes, seguido dos trabalhos futuros. No final dessa
dissertacdo encontra-se as Referéncias utilizadas para escrita deste trabalho e o
material suplementar (Apéndices).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo tem por objetivo definir conceitos diretamente relacionados com este

trabalho, a fim de contextualiza-lo.

2.1 Bioinforméatica Estrutural

Bioinformatica Estrutural (BE) é a conceituacdo da biologia em termos de moléculas,
no sentido fisico-quimico, e a aplicacdo de técnicas computacionais (derivadas de disciplinas
como: matematica, ciéncia da computacdo e estatistica) para entender, organizar a informacao
estrutural associada a essas moléculas (Luscombe et al., 2001). Consolida-se como uma nova
area do conhecimento, gracas a crescente necessidade de se desenvolver programas
computacionais que permitam reconhecer sequéncias de genes; predizer a estrutura
tridimensional de proteinas; identificar inibidores de enzimas; organizar e relacionar
informac&o biolbgica; agrupar proteinas homologas; estabelecer arvores filogenéticas; analisar

experimentos de expressdo génica, entre outros (Alberts et al., 2008; Lesk, 2008).

Um dos principais desafios da bioinformatica estrutural comeca a aparecer na era pos-
gendmica. Isso compreende entender como a informacéo decodificada em uma sequéncia linear
de aminoé&cidos, ou estrutura priméria de uma proteina e possibilita a formacao de sua estrutura
tridimensional gerando conhecimento na qual a proteina se torna um dos principais alvos de

estudo juntamente com o entendimento estrutural e funcional de proteinas (da Silveira, 2005).

Para poder armazenar e disponibilizar a quantidade de dados dentro da BE, criou-se o
PDB (Protein Data Bank), um repositorio publico de modelos tridimensionais de
macromoléculas bioldgicas, sendo o mais volumoso banco de dados com informagdes de

proteinas (Berman et al., 2000).

Estudos permitiram a separacdo, identificacdo e caracterizacdo das proteinas (Dorn e
Norberto de Souza, 2010; Lesk, 2008) sendo o proximo desafio da bioinformatica a predigédo
da sua estrutura tridimensional (da Silveira, 2005). O aumento do volume de informacdes sobre
estruturas tridimensionais (3D) obtidas por meio de experimentos estimulou a criagdo de uma
subdisciplina na Bioinformética: a Bioinformatica Estrutural. Seu principal foco é em
representacdo, armazenamento, recuperacdo, analise e visualizacdo da informacéo estrutural

das proteinas (da Silveira, 2005). Pode-se verificar este crescente aumento de dados referente
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as proteinas, observando-se o gréfico de estruturas depositadas no PDB nos ultimos 19 anos. A
Figura 1 mostra o crescimento anual do total de estruturas, dados extraidos em 15 de setembro
de 2015.

7

O conhecimento de estruturas tridimensionais é de vital importancia para o
entendimento das funcfes das diferentes proteinas, as quais sdo fundamentais para a maioria
dos processos bioldgicos e tem sido alvo de crescente interesse por parte de pesquisadores.

Numero
0 25,000 50,000 75,000 100,000

Ano

= Total m Ano

Figura 1 — O grafico mostra o niimero de estruturas pesquisaveis por ano. A cor vermelha define
o total de dados de estruturas no PDB e a azul o niumero de estruturas depositadas por ano. Em
1996 o PDB possuia 4.985 estruturas e atualmente, 19 anos apés, no final de 2015 somam-se
112.131. Figura extraida do PDB. Fonte:
(http://www.rcsb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100Protein
Data Bank).
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Um dos principais desafios da Bioinformatica Estrutural é entender como a informacéo
decodificada em uma sequéncia linear de amino4cidos, ou estrutura primaria de uma proteina,

possibilita a formacao de sua estrutura tridimensional (Figura 2).

Figura 2 — A sequéncia linear de aminoacidos de uma proteina define sua estrutura primaria
possibilitando a sua formacao tridimensional.

Uma sequéncia no formato FASTA € baseada em texto para representar as sequéncias
dos aminoécidos, no qual, para cada sequéncia existe uma linha de identificacdo comegando
com o simbolo “>” e que descreve a sequéncia com informagdes variadas, sendo seguida por
outras linhas contendo a sequéncia propriamente dita em um total de 60 a 80 caracteres por

linha, como exemplificado na Figura 3:

>gi|37221963|gb|AAN78258.1| resistance protein [Arachis simpsonii]

LAKALYNSICDRFECACFLENVRTISDOQEEGLVRLOQTLLSKLLGEWEIKVRSVEEGISMIKEKLSKKRA
LIVLDDVNKIEQLKALAGECDWESYGTRIVITRDKYLLTAHKVEKIYKMKLLSDPESLELFCWNAFKISR
PKENYEDLSNQATIHYAQ

Figura 3 — Exemplo de sequéncia de aminoacidos em formato FASTA, com identificacio
(cabecalho) destacado em vermelho. A sequéncia FASTA identifica a proteina.

Proteinas pertencentes a uma mesma familia conservam a mesma estrutura 3D, mesmo

ndo apresentando grande similaridade entre suas sequéncias, (Lesk, 2001). Mais importante que
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o percentual de identidade entre duas sequéncias é a identidade de residuos-chave, sendo estes

os verdadeiros responsaveis pela fungdo da proteina.

2.2 Proteinas

As proteinas sdo moléculas organicas, responsaveis pela maioria das atividades
fundamentais dos organismos, constituindo-se em polimeros formados por uma sequéncia de
amino&cidos diferentes, onde a atividade bioldgica depende da sua estrutura (Oliva, 2008). A
palavra proteina deriva da palavra grega protos, significando “primeiro” ou “mais importante”
(Goncalves, 1994). Apesar de mais tarde se descobrir que a hipotese de Mulder ndo era correta
na sua abrangéncia, 0 nome persistiu, e é de certa forma apropriado, pois apesar de constituirem
apenas cerca de 20% da massa organica nos seres vivos (Gongalves, 1994), sdo a mais versatil

classe de compostos organicos.

Em condicbes fisioldgicas, adota uma estrutura 3D funcional estavel e Gnica. S&o vitais
para o funcionamento da maioria dos processos bioldgicos. Conhecer sua estrutura 3D implica

em também conhecer a sua funcéo.

A diferenca entre as proteinas esta na sequéncia de aminoacidos que constitui cada uma
(Branden e Tooze, 1998). Cada tipo de proteina possui uma sequéncia Unica de aminoacidos,
correspondendo a uma organizacao molecular Unica. Podem ser constituidas por milhares de
aminoacidos que se adicionam uns aos outros através da formacdo sucessiva de ligacGes deste
tipo.

As proteinas sdo formadas por uma ou mais cadeias polipeptidicas (Figura 4), sequéncias
de aminoécidos ligados através de ligacdes peptidicas, que em condi¢des fisioldgicas adotam
estruturas funcionais estaveis, Unicas e invariaveis (Dorn, 2008) atraves de um processo

chamado enevolamento, ou dobramento (Branden; Tooze, 1998).
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Figura 4 — A ligacao peptidica ocorre entre o grupo a-carboxila de um aminoacido (1) e o grupo
a-amino de outro aminoacido (2).

As diferentes propriedades das cadeias laterais dos aminoacidos s&o responsaveis por
produzir uma diversa variedade de proteinas funcionalmente estrutural e distintas (Leach,
2001).

Para que duas proteinas sejam consideradas iguais € necessario que a sequéncia de
aminoacidos seja a mesma, sabendo-se que cada sequéncia de aminoécidos corresponde a uma
organizacdo molecular Unica. A organizacdo molecular € a maneira em que 0s aminoacidos
interagem entre si e/ou com o meio. Existem niveis de organizacdo estrutural de proteinas, que
sdo chamadas de estruturas que podem ser classificadas em quatro tipos (Branden; Tooze,

1998): primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.

A sequéncia de aminoacidos representa a estrutura primaria das proteinas. Os
aminoéacidos sdo formados por um carbono central que se ligam a um hidrogénio, um grupo
carboxilico (COOH) e um grupo amina (NH-). Estes dois grupos estdo ligados a um atomo de
carbono que é designado como Ca (Carbono alfa). Esta regido formada pelo grupo amina, o
grupo carboxilico e Carbono alfa é comum a todos os amino&cidos que participam na formagéo

de proteinas e € denominada esqueleto da cadeia principal de uma proteina.

Em sistemas bioldgicos ja foram encontrados mais de 300 aminoacidos, mas de regra

geral as proteinas contém apenas 20 aminoacidos diferentes (Gongalves, 1994).
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2.3 Dobramento de Proteinas

O dobramento de proteinas (Protein Folding) € um processo quimico através do qual a
estrutura de uma proteina assume a sua configuracdo funcional. Todas as moléculas de proteinas
sdo cadeias heterogéneas nao-ramificadas de aminoacidos. Ao dobrar e enrolar-se para tomar

uma forma tridimensional especifica.

As proteinas enovelam-se para alcancar sua conformacao nativa por rotas direcionadas,
nas quais pequenos elementos da estrutura se fundem em estruturas maiores (Voet e Voet,
2006). A estrutura de diversas centenas de proteinas ja foi determinada, e em todos 0s casos, a
cadeia principal polipeptidica se enovela para adotar a conformacéo especifica, processo do
enovelamento de proteinas. Estudos mostram que a sequéncia de aminoacidos determina o

padrdo de enovelamento de uma proteina.

Segundo Levinthal (1969), revela que o enovelamento de proteinas esta longe de ser um
processo aleatorio, devendo seguir um processo ordenado que seja capaz de evitar a maior parte

das conformacdes intermediarias possiveis.

Estudos mostram que a sequéncia de aminoacidos determina o padrdo de enovelamento
de uma proteina. A sequéncia primaria contém informacoes suficientes para o enovelamento de
uma proteina, entretanto os pesquisadores ndo sao capazes de predizer a estrutura terciaria de
uma proteina a partir apenas da sua sequéncia, devido ao fato de o "c6digo" de enovelamento
de proteinas ser muito complexo (Lehninger; Nelson; Cox, 2005).

Muito tem sido escrito sobre o “Paradoxo de Levinthal” (Levinthal, 1969), e suas varias
resolucgdes. O paradoxo envolve a constatagdo de que existe tempo insuficiente para pesquisar
aletoriamente todo o espaco conformacional, disponivel para o Folding (folding pathway) ou
dobra de um polipeptidio de cadeia como as proteinas.

2.4 Estruturas de Proteinas

A estrutura 3D de uma proteina pode ser obtida, experimentalmente, através de técnicas
de cristalografia por difracdo de raios X ou por ressonancia magnética nuclear NMR (Derived
Energy Restraints). A cristalografia por difracdo de raios X é o mais antigo e mais preciso

método para determinacdo da estrutura de uma proteina. A técnica permite determinar a
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estrutura 3D de proteinas, ndo existindo limites para o tamanho das moléculas em estudo,
porém, as amostras (cristais) sofrem com danos causados pela radiagdo aplicada, ndo podendo

ser analisada a dindmica das interacdes entre proteinas, substratos e solventes.

A ressonancia magnetica nuclear, por sua vez, € uma técnica mais nova, apresentando
vantagens referentes a possibilidade de estudo da estrutura e da dindmica da molécula em estado
liguido ou em um ambiente fisiologico. A principal desvantagem dos métodos experimentais
para a determinacdo da estrutura 3D de proteinas estd relacionada ao alto custo dos
experimentos e ao elevado grau de complexidade. Isto, motivou cientistas da computacéo,
fisicos, bidlogos e matematicos a trabalharem no desenvolvimento de novas metodologias que
pudessem predizer de forma correta a estrutura terciaria de uma proteina, dada unicamente a

sua sequéncia de aminoacidos.

2.5 Organizacgao Estrutural

Proteinas podem ser representadas em até quatro niveis distintos de organizacao
estrutural (Lehninger; Nelson; Cox, 2005): primario, secundario, terciario e quaternario,

conforme mostra a Figura 5.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura

Primaria Secundaria Tercidria Quaternaria
Pro
Ala
Asp
Lys
Thr
Asn
val
Lys
Ala
Ala
Trp
Gly
Lys
Vval

Figura S — Representacio dos tipos de estruturas das proteinas. A estrutura primaria consiste
em uma sequéncia de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. A estrutura secundaria € o
arranjo espacial dos atomos da cadeia principal em um determinado segmento da cadeia
polipeptidica. A estrutura terciaria é o arranjo tridimensional total de todos os Atomos de uma

proteina. A estrutura quaterniria é o arranjo tridimensional de duas ou mais cadeias
polipeptidicas. Fonte: Adaptada (Carneiro e Junqueira, 2005).
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2.5.1 Estrutura Primaria

A estrutura priméria € o nivel estrutural mais simples, representado pela sequéncia de
residuos de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica em ordem linear (Lehninger; Nelson;
Cox, 2005), sem preocupagio com orientacdo espacial da molécula. E formada pela sequéncia
de residuos de aminodcidos constituintes em ordem de ligacdo, conforme mostrado na Figura

6. Essa sequéncia é determinada geneticamente.

>BBD:L/PDBID|CHAIN|ISEQUENCE
DIVMTQSPSSLTVTTGEKVTMTCKSSQSLLNSRTQKNYLTWYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGV
PDRFTGSGSGTDFTLSISGVQAEDLAVY YCQNNYNYPLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSS
EQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEY
ERFINSYTCEATHK TSTSPIVKSFNRNEC

Figura 6 — Exemplo de sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina cuja estrutura
tridimensional foi resolvida e depositada no Protein Data Bank (PDB).

Um polipeptidio, formado pelas ligagdes peptidicas entre aminoacidos da estrutura
primaria, se enovela formando a estrutura terciaria resultado do enrolamento através de
elementos de estrutura secundaria, representado pelos arranjos estaveis de residuos de
aminoéacidos que formam os padrfes estruturais (Dorn, 2008). A estrutura priméria é o nivel

estrutural mais simples e mais importante ja que dele deriva todo o arranjo espacial da molécula.

2.5.2  Estrutura Secundaria

O termo estrutura secundaria refere-se ao conjunto de estruturas locais, estaveis, e que
sdo elementos comuns & maioria das proteinas (Stryer, 1988). Por estas razfes, é possivel
prever, com alguma confianca, estes elementos estruturais, pelo que seréo potencialmente uma

importante fonte de informacéo acerca da estrutura da proteina.

Arranjos estaveis de residuos de aminoacidos formam padrées estruturais, ou regulares
que representam o nivel secundario de organizacéo estrutural de uma proteina (Dorn, 2008). As
cadeias da estrutura primaria se dobram e se enrolam de modo complexo, para constituirem um
arranjo espacial dos atomos de uma proteina conhecido como sua estrutura secundaria, como

mostra a Figura 7 (Carneiro e Junqueira, 2005).
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Figura 7 — Estrutura secundaria de uma proteina.

A estrutura secundaria é caracterizada por estabelecer ligacbes de hidrogénio entre
aminoacidos de uma cadeia proteica, conforme mostra a Figura 8. Os elementos deste tipo de
estrutura mais comuns em proteinas séo as hélices-a e as folhas-f. As hélices-a s&o estruturas
regulares cuja principal forca de estabilizacdo séo as pontes de hidrogénio entre os grupos
amino e carboxilico do mesmo segmento ocorrendo em escala espiral, Figura 7 (Lesk et al.,
2008). Essa é a mais tipica dos agrupamentos de estrutura secundaria. Essas estruturas podem
girar em dois sentidos: para direita (dextrdgira) e para a esquerda (levégiros), sendo que na

natureza sdo conhecidas apenas em sua forma dextrogira.

BN
Bo
» B

: Ponte de
: Hidrogénio

Figura 8 — Representacgio grafica da estrutura tridimensional da hélice a, as linhas pontilhadas e
as pontes de hidrogénio.
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As folhas-B sdo estruturas regulares formadas quando as estruturas polipeptidicas estdo
dispostas lado a lado (Pauling; Corey; Branson, 1951). A Figura 9 mostra a estrutura de uma
folha-beta anti-paralela formada por duas cadeias. As cadeias de peptideos se unem formando
filas paralelas que se estabilizam de maneira intermolecular mediante pontes de hidrogénio
(Pauling; Corey; Branson, 1951). O que diferencia a hélice-alfa da folha-beta é basicamente o
fato de que aquelas séo estabilizadas por pontes de hidrogénio dentro da cadeia, as ultimas sdo
estabilizadas por ligac6es de hidrogénio entre os filamentos dos peptideos (Berg et al., 2008),

isso faz com que a folha-beta possua geometria achatada e rigida.

Acido
Carboxilico Amina

Amina )
HC BN 0o B H B Cadeia Acido
Lateral Carboxilico

Figura 9 - Nesta figura as cadeias laterais sdo representadas apenas por um atomo. Os terminais
amina e acido carboxilico estao identificados, ilustrando a orientacio antiparalela das cadeias.
Fonte: Adaptado de Kerian, 2011.

Além de hélices e folhas, ha as estruturas irregulares como as voltas e as al¢as, que sao ditas
espirais desorganizadas e conectam sucessivas estruturas secundarias regulares (hélice ou folha)
(Voet e Voet, 2006). Uma proteina globular contém, aproximadamente, dois tercos de residuos em
hélices e folhas e um terco em estruturas irregulares (Lesk, 2001). Voltas e alcas tendem a ser mais
flexiveis do que helices e folhas nas mudangas conformacionais. As voltas acontecem onde o
polipeptideo muda de direcdo, isto €, acontecem apds uma estrutura secundaria regular (\Voet e
Voet, 2006). No mapa de Ramachandran, as conformagdes em estruturas irregulares podem ocupar
qualquer regido, inclusive regides de hélices a e folhas B. Em razao disso, ¢ dificil predizer estas

estruturas por meio de métodos computacionais (Dorn, 2008).

O termo estrutura terciaria refere-se a relacdo espacial entre aminoacidos distantes na
sequéncia (Stryer, 1988). Na pratica, a fronteira entre estrutura secundaria e terciaria ndo é

muito nitida (por exemplo, uma folha B contém relacGes espaciais entre aminoacidos distantes
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na sequéncia), mas podemos conceber a estrutura terciaria como a forma tridimensional que
uma cadeia de aminoécidos toma, incluindo normalmente varios elementos de estrutura

secundaria.

A estrutura terciaria é resultante do enrolamento e distribuicdo no espaco 3D dos
arranjos de estruturas secundarias de uma proteina, isto €, quando as estruturas secundarias das
proteinas se dobram sobre si mesmas, elas originam uma disposicéo espacial denominada de

estrutura terciaria (Figura 10).

Figura 10 — Estrutura terciaria de uma proteina.

A forma tridimensional assumida pela proteina é também chamada de estrutura nativa
da proteina ou estrutura funcional (Dorn, 2008). A estrutura 3D assumida por uma proteina esta
diretamente relacionada a sua topologia (dobramento ou enovelamento), essa estrutura confere
a atividade bioldgica as proteinas, sendo que, atraves do seu conhecimento, é possivel analisar
e predizer a funcéo de determinada proteina em uma célula, assim é possivel identificar-se o

sitio ativo, ou de ligacdo de uma proteina (Lehninger; Nelson; Cox, 2005).

A forma como as estruturas secundarias se dispde no espaco tridimensional e o tipo de
sucessdo como essas estruturas estdo conectadas é que determinam uma topologia. A
combinacéo da topologia e estrutura 3D séo os fatores que tornam possivel analisar a funcéo da
proteina no organismo (Dorn, 2008).

Algumas proteinas podem apresentar duas ou mais cadeias polipeptidicas, cada uma
denominada de “subunidade”, exibindo um nivel de organizagdo estrutural a mais, S80 as

estruturas quaternarias.
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2.5.3  Estrutura Quartenaria

O arranjo espacial dessas subunidades em suas formas terciarias e suas interacoes
formam a estrutura quaternaria (Figura 11). Esta estrutura é mantida pelas mesmas forcas que

determinam os niveis estruturais anteriores (Dorn, 2008).

Figura 11 — Estrutura quaternaria de uma proteina de codigo PDB 1VAR.

2.6 Proteinas Homologas

Algumas sequéncias de aminoacidos apresentam grande similaridade, e sendo assim,
desempenham a mesma funcéo em organismos distintos, bem como nos genes que as codificam
0 (ue sugere que 0S Organismos em questdo possuem uma mesma origem evolucionaria
(Khouri, 2002). Devido a mutagdes relacionadas ao mecanismo de evolucdo genética, podem
ocorrer divergéncias moleculares e, como consequéncia, podem-se formar familias de proteinas

com estruturas equivalentes (Santos, 2008).

Proteinas homologas tendem a ser semelhantes em sua forma, mesmo apresentando
sequéncias um pouco diferentes (Khouri, 2002). Para serem consideradas homdlogas, as
sequéncias semelhantes de proteinas precisam ser originadas de um ancestral comum, o que
pode ser descoberto por meio de comparacdo das sequéncias de aminoacidos destas proteinas
(Prosdocimi, 2002).
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2.6.1 Modelagem de Proteinas Homoldlogas

A modelagem de proteinas esta baseada na semelhanca entre estruturas primarias de
uma proteina-molde de estrutura 3D conhecida e de proteinas alvos de estruturas
desconhecidas, ou aquela para a qual se deseja obter a estrutura 3D, que trazem consigo uma
similaridade na sua estrutura (Chothia; Lesk, 1986). Desta maneira, um modelo 3D de uma
proteina alvo pode ser construido a partir de proteinas que possuem relacao de similaridade
estrutural (Ginalski, 2006). A modelagem por homologia € bastante satisfatoria em prever
estruturas 3D de proteinas, pois baseia-se em alguns padrdes gerais observados em nivel
molecular, onde a homologia entre sequéncias de aminoacidos envolve uma semelhanca
estrutural e funcional, além disso proteinas homologas apresentam regides internas
conservadas, sendo que as principais diferencas estruturais entre proteinas homdlogas ocorrem

nas regides das alcas, que séo regides mais externas (Filho; Alencastro, 2003).

Em caso de falhas nas técnicas experimentais, a modelagem de proteinas por homologia
¢ a Unica maneira de se obter informac6es estruturais. O método de modelagem de proteinas
por homologia consiste em varias etapas consecutivas geralmente repetidas até que um modelo
satisfatorio seja obtido e estas etapas sdo: identificar e selecionar proteinas-molde, alinhar as
sequéncias de residuos, construir as coordenadas do modelo, otimizar e a validar o mesmo
(Marti-Renom, et al., 2000). Depois que uma estrutura homologa conhecida for identificada
poderd ser modelada utilizando-se uma variedade de procedimentos de modelagem por
homologia, a Figura 12 mostra o esquema geral desta modelagem.
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Figura 12 — A modelagem por homologia apresenta quatro etapas: a procura e selecio dos
templates (sequéncias de proteinas homologas), o alinhamento com o template alvo, a construcio e
otimizacio do modelo e por fim, a avaliacio e validacao da estrutura gerada. Caso necessario a
estrutura final pode passar por um processo de refinamento (Bishop, ez al. 2008).

2.7 Etapas da modelagem por Homologia

Inicia-se pela procura de templates em um banco de dados de estruturas de proteinas,
PDB, usando-se como parametro de entrada uma sequéncia primaria de estrutura nédo
determinada experimentalmente (alvo) para que esta seja alinhada com possiveis sequéncias
homologas de estruturas conhecidas depositadas no PDB (templates). Uma vez obtida uma lista
de templates potenciais usando-se um ou mais métodos de busca, é necessario selecionar 0s

templates que sdo apropriados para o problema de modelagem em particular.

Geralmente, seleciona-se os modelos com a identidade mais elevada, isto e,
porcentagem mais alta de residuos idénticos e um menor numero de gaps (espacamentos que

podem ser inseridos entre 0s residuos para que caracteres semelhantes, por algum critério sejam
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alinhados em colunas sucessivas) no alinhamento. Na construcdo de um complexo de proteina-
ligante, o template escolhido que contém um ligante semelhante é provavelmente mais

importante que a resolucdo do modelo.

2.7.1  Alinhamento Alvo / Template

Uma vez selecionado o template, um método deve ser utilizado para executar o
alinhamento entre a proteina-alvo com a proteina-template. O alinhamento € um dos principais
passos na modelagem, pois é dele que sdo extraidas as restricdes espaciais para a construcdo do
modelo. E possivel nos métodos de modelagem molecular comparativa utilizar-se de variadas
faixas de identidade, sempre relacionando-se 0 modelo gerado a partir de uma identidade
sequencial com sua utilizacdo. Para sequéncias de proteinas relacionadas com identidade
superior a 40% de identidade residual, o alinhamento serd mais preciso. RegiGes de baixa
similaridade local de sequéncias, séo comuns quando a identidade total da sequéncia esta abaixo
de 40% (Saqi et al., 1998). Alinhamentos abaixo de 30% comegam a apresentar muitas falhas

com grandes extensdes de gaps e erros nos alinhamentos.

2.7.2  Construcédo do Modelo

Tendo sido realizado o alinhamento entre a sequéncia do alvo e o template, obtém-se o
o modelo construido utilizando-se da modelagem molecular comparativa (Sali & Blundell,
1993). Usa-se a distancia geométrica e técnicas de otimizacdo para satisfazer as restricdes
espaciais obtidas do alinhamento implementadas pelo programa Modeller. Esta deriva muitas
distancias e restricbes de angulos diedros no alinhamento da sequéncia alvo com o modelo da

estrutura tridimensional.

As restrigdes espaciais, na sequéncia, alvo séo obtidas da analise estatistica das relagdes
entre varias caracteristicas da estrutura da proteina. Varios modelos ligeiramente diferentes
podem ser calculados variando a estrutura inicial. Outros fatores como selecdo de template e
um alinhamento preciso, tém um grande impacto na constru¢do do modelo e em sua preciséo,

especialmente para modelos baseados em uma identidade sequencial abaixo de 40%.
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2.7.3  Avaliacéo dos Modelos

A qualidade do modelo predito determina a informacdo que pode ser extraida dele,
sendo essencial estimar a precisdo do modelo tridimensional da proteinal para interpreta-lo. O
modelo pode ser avaliado como um todo bem como em regides individuais, com base na
similaridade entre as sequéncias do template e do alvo, observando residuos importantes em
regides da proteina como o sitio ativo e sua conservagdo (Sanchez & Sali, 1998). As
caracteristicas de um modelo que sdo checadas por programas como o Procheck (Laskowski et
al., 1993), incluem comprimento de ligacdo, angulo de ligacdo, ligacéo peptidica e planaridade
de anéis da cadeia lateral, quiralidade, angulos de torcéo da cadeia principal e cadeia lateral e

choques entre pares de atomos nao ligados.

Hé&, também, métodos para testar modelos 3D que, implicitamente, carregam muitas
caracteristicas espaciais compiladas de estruturas de proteinas a alta resolugdo. Estes métodos
sdo baseados nos perfis e potenciais estatisticos de forca (SippL, 1993; Luthy et al., 1992). Os
programas avaliam o ambiente quimico de cada residuo em um modelo com respeito ao

ambiente quimico esperado como encontrado em estruturas de raios-x a alta resolucéo.

Apesar do nivel de alta qualidade em suas predicbes, a técnica de modelagem
comparativa por homologia apresenta limitacdes. A primeira diz respeito a impossibilidade de
realizar a predicdo de novas formas de enovelamento. Isto é explicado pelo fato de tal
metodologia estar presa as formas de enovelamento conhecidas e armazenadas no banco de
dados de estruturas (PDB). A segunda limitacdo est4 no fato de ndo ser possivel estudar o
processo de envovelamento da proteina, ou seja, 0 caminho que a proteina percorre do seu

estado desenovelado até o seu estado enovelado e funcional (estado nativo).

As aplicacbes de modelos moleculares, determinados por modelagem molecular
comparativa estdo diretamente relacionadas a precisdao dos modelos com relagéo a identidade
entre o alvo e o template. A qualidade da predi¢éo das cadeias laterais pode ser medida pelo
RMSD (Root Mean Ssquare Deviation) que mede a diferenga estrutural entre duas estruturas

sobrepostas.

A modelagem comparativa € uma poderosa ferramenta da biologia computacional na
elucidagdo de estruturas proteicas. Trata-se de uma técnica extremamente acurada, de rapida
eXecucio e ocupa uma posicdo de destaque na gendmica estrutural. E a ferramenta mais bem

sucedida de predicéo de estruturas tridimensionais de proteinas, apresenta-se como 0 método
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de predicdo com maior acuracia nos resultados finais (Martim-Remon, 2000).

2.8 Modelagem Baseada em Conhecimento: Threading

A modelagem por homologia restringe-se a um espaco relativamente pequeno de
estruturas terciarias conhecidas e pela necessidade de similaridades de entrea a sequéncia alvo
e a do tempate (ou molde) obtida do PDB. Pode-se se encontrar proteinas com baixa
similaridade na sequéncia, mas que possuem estrutura terciaria e fungdes similares. Proteinas
ndo evolutivamente relacionadas (ndo homdlogas), também podem ter estruturas similares,
assumindo o mesmo tipo de dobramento. Devido a esse fato, motivou o desenvolvimento do

método baseado em conhecimento (knowledge-based) threading.

Essa abordagem faz o reconhecimento de padrdes de enovelamento via alinhavamento
ou threading, considera que o numero de dobramentos possiveis € finito e ao invés de procurar
por todo o espaco conformacional. Se limita a buscar pelo melhor dobramento possivel, dentre
as proteinas que possuem estrutura conhecida (Leach, 2001). Para tanto, os métodos de
threading alinham uma sequéncia proteica de busca diretamente nas estruturas tridimensionais

conhecidas, buscando assim encontrar o dobramento da proteina de interesse.

Esta técnica consiste em uma dada sequéncia de residuos de aminoacidos, é construida
uma biblioteca de padrdes de enovelamento. Se fragmentos da sequéncia da proteina-alvo
alinhar-se bem a esta forma de enovelamento, é possivel deduzir um alinhamento, mesmo que
ndo haja informacdo suficiente para construir um modelo 3D completo. Apo6s, com as
informacBes obtidas de proteinas com estruturas conhecidas, sdo construidos modelos
estruturais. Com base no valor retornado de uma funcéo objetivo, cada modelo estrutural obtém
uma pontuacdo (escore) e com base nesta pontuacéo todas as conformagdes construidas sao
classificadas (ranqueadas) e o modelo 3D final é escolhido. Este método é utilizado para
identificar homologias que ndo podem ser descobertas por um alinhamento par a par de

sequéncias de proteinas.

A Figura 13 representa genericamente um método de predicéo de estruturas baseado no

reconhecimento de padrbes de enovelamento.
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Sequéncia Alvo
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Figura 13 — Representacao esquematica do processo de modelagem threading. Constucio de uma
biblioteca de enovelamentos, construcio dos modelos, a energia de cada modelo é calculada e as
conformacdes sio pontuadas (escore), por fim os modelos sido classificados (ranqueados).
Adaptada (Dorn, 2008).

Sendo assim, sua principal vantagem é a possibilidade de modelar proteinas de médio e
grande porte sem gue exista a estrutura de uma proteina homéloga determinada. Contudo, por
se basear em padrOes de alinhavamento, o threading nem sempre apresenta resultados

satisfatorios.

As técnicas de threading séo utilizadas quando a proteina ndo tem sequéncia com alta
similaridade, mas pode ter uma estrutura tridimensional semelhante (Lemer, Rooman, e Wodak,
1995).

2.9 Predicédo Ab initio

O método de predizer a estrutura tridimensional de proteinas a partir de sua estrutura

primaria, € conhecida como modelagem de proteinas ab initio (Simons, 1999). Este método nao
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utiliza informacdes de bases de dados estruturais de proteinas, ou seja, essa abordagem néo
depende do conhecimento prévio de estruturas de proteinas, sejam essas homdlogas ou
cadastradas no PDB. O objetivo do método é encontrar o valor minimo global da energia livre
de uma proteina que corresponderia, ou a estrutura nativa, ou a uma conformacéo funcional da
mesma (Osguthorpe, 2000). Esse método utiliza o fato que estruturas podem ser reconstruidas
utilizando bibliotecas relativamente pequenas de estruturas-modelos de segmentos curtos.

Métodos computacionais para predicao ab initio de estruturas podem ser classificados
em duas categorias principais: métodos de predicdo baseados em simulagdes fisicamente
realistas normalmente s@o bem menos eficientes, sob o ponto de vista computacional, que
abordagens baseadas em conhecimento. Esta metodologia permite que as diversas propriedades
moleculares que dependam da energia total do sistema ou de diferencas de energia (por
exemplo, parametro de rede, compressibilidade, distancias interatdmicas, energia de formacao
e outros) possam ser determinadas com precisdo. Os principais desafios para método do tipo ab
initio sdo a minimizacdo da funcdo de avaliacdo para proteinas, assim como o crescimento

exponencial do espago de busca conforme o aumento da quantidade de residuos da proteina.

Os métodos ab initio conseguem prever novas formas de enovelamento, pois, ndo se
limitam apenas a proteinas que possuem sua estrutura ja conhecida como na modelagem
comparativa por homologia e no alinhavamento (Dorn, 2008). Predizer estruturas 3D através
deste método possuem dois problemas, o célculo da energia de uma dada conformacéo e quanto
a estratégia de busca utilizada para encontrar todas as possiveis conformacées (Tramontano,
2006). Outro problema se refere a dimenséo do espago de busca conformacional (Levinthal,
1968). Este problema é conhecido e frequentemente referenciado por varios autores como o
Paradoxo de Levinthal.

Metodologias baseadas apenas no conhecimento de sequéncias de estruturas similares
de proteinas ja conhecidas podem melhorar a eficiéncia de métodos ab initio. Esta metodologia
considera o processo de alinhavamento de uma proteina em sua estrutura nativa um processo
puramente fisico que depende apenas da sequéncia de aminoacidos e do ambiente em que se
encontra (Floudas, 2006).

2.10 Angulos de Torgéo

A conformacdo de uma proteina pode ser descrita, quantitativamente, em termos dos
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angulos internos de rotacdo em torno das ligacOes entre os dtomos da cadeia principal. A
conformacdo dos 4&tomos da cadeia principal de uma proteina é determinada por um par de ¢ e

v de angulos para cada aminodacido.

Os angulos torcionais correspondem ao angulo phi e psi de cada residuo, que sdo
plotados no grafico de Ramachandran, o qual fornece informagdes acerca da qualidade do
arranjo estrutural (Mount, 2001). O principio de que dois &tomos ndo podem ocupar 0 mesmo

espaco limita os valores dos angulos conformacionais.

A utilizacdo de angulos de torcdo para representar a conformacdo de uma cadeia
polipeptidica tem ainda uma outra grande vantagem, o nimero de varidveis para manipulacdo
é menor do que o nimero de varidveis presentes em representacdes baseadas em coordenadas
cartesianas, isto torna mais eficiente de um ponto de vista computacional, o tratamento destas

variaveis.

O mapa (Figura 14), exemplifica a variagdo possivel dos angulos ¢ (phi) e y (psi), de -
180°a 180°. O angulo de tor¢do 6mega (®), em torno da ligagdo peptidica, normalmente assume
o valor de 180° (conformacdo trans) e, ocasionalmente » = 0° (conformacao cis) (Lesk, 2008).
As regides do mapa que identificam as conformacdes permitidas dependem do raio de Van der
Waals escolhido para calculé-las (Voet e Voet, 2006). Em termos de enovelamento, as regifes
do mapa representam padrbes de tor¢do da cadeia polipeptidica para elementos da estrutura

secundaria como folhas 3 e hélices a (Voet e Voet, 2013).

Cada aminoacido integra com trés ligacOes para a espinha dorsal da cadeia. A ligacdo
peptidica é planar e rigida € o resultado da estabilizacdo e ndo permite a rotacao. Isso restringe

0 nimero de conformagdes que uma proteina pode adotar.

As rotagdes podem ocorrer sobre o C a - C, cujo angulo de rotacao € o psi (y), e sobre
0 N-C a, cujo angulo de rotagdo ¢ o phi (¢). Por convencdo, um grupo R ¢ frequentemente
usado para indicar um aminoacido de cadeia lateral (circulos laranjas). A conformacdo dos
atomos da cadeia principal de uma proteina ¢ determinada por um par de ¢ e y de angulos para
cada aminoacido. No grafico de Ramachandran, cada ponto representa um par de angulos

observada numa proteina. (Alberts et al., 2002)

As regides do mapa de Ramachandran também estdo associadas a conformagdes de
residuos. No grafico de Ramachandran, cada ponto representa um par de angulos observada

numa proteina conforme mostra a Figura 14 (Alberts et al., 2008), onde a regido mais favoravel
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é representada em vermelho, regido permitida em amarelo, regido ainda aceitavel em amarelo
claro e regido ndo permitida em branco. O canto superior em vermelho trata-se de regido
favoravel para folhas B e no centro direito e esquerdo em vermelho para hélices a,

respectivamente.
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Figura 14 — Grafico de Ramachandran gerado pelo Procheck. As regidoes representadas em
vermelho, sdo as mais favoraveis, as representadas em amarelo, sdo as favoraveis, as
representadas em bege, sio as menos favoraveis e as regidoes brancas, sio as desfavoraveis
(Laskowski, 1993).

2.11 O Método CReF - Predicao Ab initio da Estrutura 3D de Proteinas

Predizer a estrutura proteica a partir do conhecimento de sua sequéncia primaria, sem o
auxilio de estruturas de referéncia pré-determinadas, tem sido um dos maiores desafios. Apesar
do avanco computacional nas técnicas de predi¢do de estruturas de proteinas ainda ndo existe
uma ferramenta capaz de predizer a estrutura tridimensional para uma grande variedade de

proteinas.

O problema de Predicdo de Estruturas Tridimensionais de Proteinas (PEP) através de
métodos computacionais pode ser visto como uma das questdes centrais da Biologia Molecular,
ainda sem uma solucdo completa (Pedersen e Moult, 1996; Zhang, 2008). O conhecimento de
estruturas tridimensionais é de vital importancia para o entendimento das funcdes das diferentes

proteinas, as quais sdo fundamentais para a maioria dos processos bioldgicos e tem sido alvo
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de crescente interesse por parte de pesquisadores. Por essa razdo, PSP permanece um desafio,
uma vez que diversas estruturas ndo podem ser preditas e/ou determinadas eficientemente com
0s métodos existentes. Dois pontos cruciais que devem ser considerados para o problema de

PSP sdo: a escolha do método de otimizacéo e a escolha da funcéo de energia.

A disponibilidade de estruturas no banco de dados publico PDB, repositério de
estruturas de proteinas ja resolvidas, tem favorecido a utilizacdo de técnicas baseadas em
conhecimento, as quais tém obtido sucesso para vérias proteinas. O grande, porém, desse tipo

de abordagem é que nem todas as proteinas possuem similaridade no PDB.

Existe métodos de modelagem por similaridade que realizam predi¢6es bem-sucedidas,
mas esses métodos SO sdo possiveis para proteinas que possuem estruturas similares ja
conhecidas. O conhecimento que se obtém de estruturas ja conhecidas utilizam técnicas de
métodos ab initio (do latim “desde o come¢o”™). A caracterizagdo do que constitui um método
ab initio nem sempre pode ser feita de maneira precisa: alguns dos métodos de modelagem por
similaridade que realizam predi¢cdes bem-sucedidas s&o assim classificados. Nesse sentido,
Dorn & Norberto de Souza (2008, 2010) propuseram um novo algoritmo para predizer a

estrutura 3D aproximada de uma proteina ou polipeptidio.

O método CReF (Dorn e Norberto de Souza, 2008) usa técnicas de mineracao de dados
para agrupar dados de estruturas determinadas experimentalmente, utilizando intervalos de
variacdo angular para representar uma conformacéo através da manipulacdo das informacdes
estruturais. Esse método leva em consideragdo que uma proteina é composta por uma sequéncia
de aminoacidos. O principio que dois atomos ndo podem ocupar 0 mesmo lugar no espaco
limitam os valores dos angulos conformacionais. A modelagem no CReF inicia-se pela procura
de moldes na base de dados do PDB (Berman et al., 2000) (http://www.rcsb.org/pdb), usando-
se como parametro de entrada, a sequéncia primaria de estrutura ndo determinada

experimentalmente (alvo), realizando a predicdo de sua estrutura 3D aproximada.

2.11.1 Etapas do CReF

1 — Fragmentacdo da sequéncia alvo: na primeira etapa o CReF inicialmente pega a
sequéncia alvo (aquela que se busca para fazer a predicdo, através da sequéncia de
aminoéacidos) e divide consecutivamente e continuamente em fragmentos com 5 residuos

de aminoéacidos, formando um conjunto com todos os possiveis fragmentos.
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2 —Busca por proteinas molde no PDB: para cada fragmento obtido na etapa anterior
procura-se por fragmentos molde na base de dados do PDB. Essa busca é realizada com
a versdao web do programa BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et
al., 1997) que permite a identificacdo de fragmentos homodlogos (moldes) ao fragmento

submetido (alvo).

3 — Calculo dos angulos de torcéo dos dupletos: para cada arquivo obtido do PDB,
calcula-se para cada fragmento os angulos de tor¢do do aminoacido central do fragmento

molde

4 — Agrupamento de dupletos: o conjunto de tuplas de um fragmento é submetido a
um processo de agrupamento que busca identificar as regides onde as tuplas molde
concentram-se no mapa de Ramachandran. Esse agrupamento baseia-se no método
probabilistico EM (Expectation Maximization) (Witten e Frank, 2005) que analisa as
diferentes distribuicfes de probabilidades para cada grupo, buscando identificar o

conjunto de grupos mais favoraveis em uma colecéo de dados.

5 — Representacdo dos angulos de torcdo na forma de intervalos: a partir dessa
etapa cada fragmento passa ser representado na forma de intervalos de variagdo, com isso
reduz-se drasticamente o espago de busca conformacional. Estes intervalos sao
constituidos pelo valor do desvio padrédo calculados a partir dos dupletos de um grupo.

6 — Classificacdo dos grupos em regides ocupadas no mapa de Ramachandran:
nesta etapa os valores de todos os clusters dos grupos de ki sdo rotulados para cada
representacdo na forma de intervalo de variacdo angular (Dorn e Norberto de Souza,
2008). Todo processo € baseado segundo a regido do mapa de Ramachandran que ele
ocupa, conforme biblioteca baseada na pesquisa de Thornton (1992) e seus colaboradores
(Laskowski et al., 1993; Morris et al., 1992) que divide o mapa de Ramachandran em 11

regides preferenciais.

7 — Predicéo da estrutura secundaria: realiza-se a predicdo da estrutura secundaria
da sequéncia alvo K, por meio da determinacéo da regido do mapa de Ramachandran que
os angulos de torcdo (phi e psi) de cada aminodcido possivelmente estardo ocupando. O

CReF utilizou um consenso obtido entre trés métodos de predi¢do (Dorn, 2008).

8 — Construcdo da conformacdo inicial na forma de intervalos: inicia-se a

construcdo da conformacao inicial, com base nas informacdes de cada grupo ki de cada
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fragmento si. Elege-se um grupo para representar o i-ésimo aminoécido da sequéncia K
(Dorn, 2008) guiadas pela predi¢cdo da estrutura secundaria. Essa escolha, ndo aleatoria,
é guiada pela predicéo da estrutura secundaria e obrigatoriamente respeita a definicdo de

duas regras.

9 — Otimizacao das regides de volta: a determinacgdo da forma de enovelamento de
proteinas depende das regiGes de volta (Fiser et al., 2000), sendo que as estruturas
irregulares (voltas e alcas) sdo os tipos de estruturas secundarias mais dificeis de serem
previstas, pois elas podem aparecer em qualquer area do mapa de Ramachandran. O
método CReF, conhecendo isto, optou por otimizar pela reducdo do intervalo da
conformacao inicial, somente as regides de volta identificadas na predi¢do da estrutura
secundaria (Dorn, 2008).

A ideia do método CReF é que as estruturas aproximadas preditas sejam boas o
suficiente para serem submetidas a protocolos de refinamento pelas técnicas de simulacdo pela
dindmica molecular (Dorn e Norberto de Souza, 2008).

2.12 Dinamica Molecular

Dindmica Molecular (DM) é uma das técnicas computacionais mais versateis para o
estudo de macromoléculas bioldgicas (Alonso; Bliznyuk; Gready, 2006). Simulacdo de
Dindmica Molecular (DM) é uma das técnicas computacionais mais versateis para o estudo de
macromoléculas bioldgicas. As simulages por DM s&o simulagGes que modelam a proteina
como sendo um sistema newtoniano de a&tomos ligados por molas, que estima o movimento dos
atomos ligados entre si considerando as interacdes electrostaticas e os pardmetros relativos as
energias de alongamento, de torséo e de dobragem da ligacdo quimica (FUJTISU, 2003). Por
iSs0, para além das interacgOes electrostaticas entre os atomos, ha ainda a considerar o calculo
dos pardmetros relativos as energias de alongamento, de torsdo e de dobragem da ligacéo

quimica.

As simulacbes DM determinam aproximadamente o movimento real do sistema por
meio de algum campo de forca cuja energia cinética do sistema é derivada da velocidade
atbmica, essa por sua vez é influenciada pela temperatura da simulagdo. Desta forma, as
simulagcdes DM tem por objetivo estudar o movimento do sistema, sendo por isso empregados
para a validacdo de modelos 3D (FUJTISU, 2003).0 método da DM, assim como a de Monte
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Carlo, € observar a evolucdo do sistema dado através da determina¢do do movimento das

particulas individuais.

Essas simulacdes determinam aproximadamente o movimento real do sistema por meio
de algum campo de forcga cuja energia cinética do sistema é derivada da velocidade atémica,
essa, por sua vez, € influenciada pela temperatura da simulacdo. Desta forma, a dindmica
molecular tem por objetivo estudar o movimento do sistema, sendo por isso empregados para a
validacao de modelos 3D (Fujtisu, 2003).

E 0 mais detalhado método de simulacdo que computa a movimentac&o das moléculas
individuais. As equacgdes de movimento de Newton descrevem as posi¢cdes e momentos das
particulas. As equacBes de movimento para estas particulas que interagem via potenciais intra
e intermoleculares podem ser resolvidas usando varios métodos de integracdo. O processo de
simulacdo molecular possui também a finalidade de otimizar as posi¢6es das cadeias laterais,

refinar a geometria obtida e validar o modelo construido (Gibas, 2001).

2.12.1 O Pacote de Programa AMBER 14

O AMBER 14 (Assisted Model Building with Energy Refinement) refere-se a um
programa utilizado para conduzir simula¢es d conduzir calculos de Mecéanica e Dindmica
Molecular de biomoléculas em determinados campos de forca, 0s quais se diferem pela natureza
das equaces, assim como detalhes das suas parametrizac@es. O campo de forca representa um
ambiente adequado para a determinacdo estrutural dos potenciais de proteinas juntamente com

0 conjunto de parametros adotados.

A etapa inicial para a utilizagdo do AMBER 14 é a identificag&o do arquivo de entrada,
que deve estar no formato PDB. Nesta fase, o programa LEAP (Long-range Energy Alternatives
Planning) analisa a proteina inserida no sistema e tem a funcdo de gerar dois arquivos
importantes para o funcionamento do AMBER 14 que sdo eles: o arquivo topoldgico e o arquivo
de coordenada. As informacOes para a construcdo destes dois arquivos vém de um banco de
dados contido no proprio Amber, onde estdo descritos a topologia dos aminoacidos essenciais
(Case et al., 2006).

Assim, ao submeter a molécula ao AMBER 14, o programa LEAP prossegue com a
“preparag¢ao” da molécula corrigindo atomos ndo descritos anteriormente e neutralizando a

carga total da molécula atraves do potencial Coulombiano que neutraliza a molécula com a
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adicdo monoatdmica de ions, podendo essa rede ser estendida quando se utiliza solvente para
os programas de calculos como o Sander (Case et al., 2006).

O Sander (Simulated Annealing with NMR-Derived Energy Restraints) representa a
principal modulo do AMBER 14, pois neste médulo se conduz os principais parametros
operacionais para a realizacdo de célculos de minimizacdo, dindmica molecular e
deslocamentos quimicos para RMN (Ressonancia Magnética Nuclear). Através do algoritmo
Steepest Descent, para célculo da minimizacdo de energia seguido de célculos de Gradiente,
ambos necessarios para refinamentos por mecanica molecular e determinacdo do minimo local
(Case et al., 2006). Assim como, o algoritmo Verlet é empregado para célculos de trajetéria
atdmica na dindmica molecular (Pearlman et al., 1995).

O algoritmo Verlet é uma integragdo numeérica da equacdo Newtoniana do movimento.
Esta simulacdo conserva a energia total e o volume do sistema (Fujtisu, 2003). Apds o
refinamento do modelo a etapa seguinte é a validacdo do modelo. O primeiro passo da validacéo
consiste na checagem da qualidade do enovelamento, sendo este pardmetro muito ligado a

qualidade do molde utilizado.

H& uma série de programas que analisam a estereoquimica do modelo. Dentre estes
programas pode-se incluir 0 Procheck (http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/PROCHECK/).  Este programa, assim como outros similares, usualmente
verificam os comprimentos de ligacdo, angulos de ligacdo, ligacdo peptidica, planaridade de
anéis, quiralidade, angulos torsionais da cadeia principal e lateral, contato estérico entre atomos
ndo ligados. Apos a otimizacao da proteina molde é checada a qualidade estrutural e a qualidade
estereoquimica de uma estrutura de proteina gerando andlises graficas sobre a geometria
espacial da proteina, residuo por residuo. Através de mapas de Ramachandran, os aminoacidos
da conformacdo sdo analisados em relacdo as regiGes energeticamente favoraveis.O programa
Molprobity (Cheng et al., 2005) também é utilizado para validagdo dos modelos gerados.
Dentre varias analises fornecidas pelo programa, também representa esta validacéo através do

grafico de Ramachandran.

O pacote do AMBER 14, também possui um programa chamado Ptraj que é utilizado
para processar e analisar conjuntos de coordenadas 3D lidas de uma série de arquivos de
coordenadas de entrada. Para cada conjunto de coordenadas lido, uma sequéncia de a¢des pode
ser executada em uma ordem especifica, de acordo com configuracGes pré-estabelecidas. Apds

0 processamento de toda a entrada, arquivos de trajetéria podem ser escritos, como por
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exemplo, no formato PDB (Case et al., 2006). Para exemplificar, a Figura 15 mostra trechos

dos arquivos utilizados pelo Ptraj e do arquivo resultante.
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Figura 15 — A primeira figura (1) mostra trecho de um arquivo de saida da simulacido por
dindmica molecular; a segunda (2) mostra trecho do arquivo de topologia utilizado pelo Ptraj e a

ultima (3), arquivo PDB gerado apos a execucio do Ptraj (Machado, 2011).

A ilustracdo em shell script (Figura 16) com os comandos de execu¢do do Ptraj. Caso

exista a necessidade de se incluir mais arquivos de entrada, os comandos serdo inseridos

manualmente.

#!/bin/csh -f

trajin ~/INHA NADH/DINAM/CRD/mdcp 0050ps
trajin ~/INHA NADH/DINAM/CRD/mdcp 0100ps
trajin ~/INHA_NADH/DINAM/CRD/dep_O150ps
trajin ~/INHA_NADH/DINAM/CRD/dep_OZOOpS
trajout mdcp.pdb pdb nobox

center :1-268 mass origin

image origin center

strip :269-9407

.crd.gz
.crd.gz
.crd.gz
.crd.gz

Figura 16 — Exemplo de comandos de execucdo com shell script do Ptraj (Machado, 2011).

Para a descricao destes tipos de experimentos citados, workflows cientificos representam

uma alternativa atraente. Aliados a servi¢os web, pode-se criar um ambiente com independéncia

e interoperabilidade entre as diversas aplicagdes cientificas e os diversos bancos de dados.
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3 WORKFLOW CIENTIFICO

A busca pelo conhecimento faz com que os pesquisadores procurem formas para
aprimorar a qualidade dos experimentos cientificos e reduzir o tempo necessario para a sua
execucdo. A adocdo de técnicas que permitam atingir elevados ganhos de produtividade e
qualidade na condugdo de experimentos cientificos pode ser vista como um diferencial
competitivo. Cada vez mais a ciéncia tem feito uso de procedimentos computacionais com 0
intuito de lidar com o0 aumento constante dos volumes de dados e manipulacGes necessarias aos
experimentos cientificos in-virtuo e in-silico, usualmente processados por simulacdes
computacionais e analisados via técnicas de visualizacdo (Travassos e Barros 2003) (Deelman,
2009).

Um cientista define o seu workflow como um modelo usando uma notacdo de
compreensdo bastante intuitiva. A partir desse modelo, o sistema de gerenciamento é capaz de
executar o experimento de forma automatica, com pouca ou henhuma intervencéo do cientista,

utilizando, para isso, a infraestrutura computacional disponivel.

Um workflow significa automatizar procedimentos, onde documentos, informacéo ou
tarefas sdo passadas entre os participantes de acordo com um conjunto pré-definido de regras.
Apesar de um workflow poder ser manualmente organizado, na pratica a maioria, s&o
organizados dentro de um contexto de um sistema de informagdo para prover um apoio

automatizado aos procedimentos (Sommerville, 2007).

As instituicdes de pesquisa ainda dependem exclusivamente da capacidade individual
dos cientistas no encadeamento dos programas necessarios para a execucao de experimentos,
com isso torna-se sujeito a falhas e improdutivo, especialmente em se tratando de experimentos

complexos, que podem envolver muitos programas, grande quantidade de dados.

Além de scripts prontos, os pesquisadores utilizam-se de linguagens de shell scripts para
implementar os seus workflows, devido a facilidade que estas oferecem para fazer chamadas de
programas. Cada vez mais se conta com a colaboracdo de profissionais de informatica na
definicédo e execucdo de workflows para auxiliar os pesquisadores em aplicaces cientificas que

demandam grande poder computacional.

Como o workflow cientifico representa a definicdo das sequéncias de processos que

manipulam dados de modo a construir uma simulacéo, ele é o principal recurso do experimento



53

cientifico. Entretanto, neste contexto, um experimento se caracteriza pela composicdo e
execucao de diversas variacoes de um workflow, que incluem a mudanga de dados de entrada,
parametros, programas ou ainda a combinacao delas (Ogasawara et al. 2008, Oliveira et al.
2008). Para representar e apoiar o desenvolvimento do experimento cientifico, € necessario
registrar-se as variagoes dos workflows associados a um experimento, pois o resultado final do

experimento sera obtido com resultados de variagfes dos workflows.

Pode-se dizer que um workflow cientifico nada mais € que a descri¢do de uma série de
passos que, dado uma entrada, resultam na resolucdo de um problema no ambito cientifico.
Muitas vezes esses passos ndo sdo simples, por possuirem muitas dependéncias uns dos outros
sendo necessérias analises entre eles. As principais etapas envolvidas no desenvolvimento de

um workflow cientifico, segundo Wainer et al. (1997) séo:

1. Modelagem do workflow: o workflow é definido como um conjunto de atividades

agrupadas, utilizando programas ja existentes para executar essa etapa;

2. Execucéo do workflow: a execugdo do workflow é feita geralmente por meio da
execucdo de cada uma de suas atividades, na qual a saida de uma atividade corresponde
a entrada da préxima. Sdo comuns de aparecerem em workflows cientificos atividades

como testes no fluxo de execucdo, desvios, restri¢cdes, tratamentos de erros, entre outras;

3. Visualizacéo dos resultados: os resultados, tanto parciais quanto finais, podem ser
visualizados e analisados, e ainda utilizados para a geracdo de ajustes e de novas re-

execucdes do workflow;

4. Finalizacao do workflow: pode-se considerar como Gltimo passo da modelagem de
um processo utilizando workflows cientificos 0 momento em que 0 experimento atingir o
seu objetivo, produzindo resultados relevantes e, assim, algum tipo de conhecimento

cientifico podera ser inferido desses resultados.

Cada vez mais workflows cientificos permitem a automatizacéo de procedimentos, onde
documentos, informacdes ou tarefas sdo passadas entre os participantes de acordo com um

conjunto predefinido de regras.

Segundo Ludascher (2009), um workflow cientifico tem seu ciclo de vida composto por

quatro fases conforme mostra a Figura 17:
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Projeto do
Workflow

'."Hipéteéoé:-“;
«.Experimentos
\_ e Objetivos

______

Instanciacao
do Workflow

' Recursos
+ Computacionais

Dados de
Proveniéncia

Execucao

Monitoramento (. 9o Workflow

em tempo de
execucao

Figura 17 — Representacao do ciclo de vida de um workflow Ludascher (2009).

¢ Projeto: construcdo de um modelo a partir de uma hipotese cientifica que seré testada,

ou de um experimento com um objetivo especifico.

Instanciacdo: preparacdo necessaria para uma execucdo particular do workflow. A
cada nova execucéo do workflow, precisa-se indicar quais sdo os dados de entrada e 0s
parametros definidos para a execu¢do. Pode ocorrer a necessidade de haver alguma
selecdo e alocacdo dos recursos computacionais. Dependendo do caso, € necessario

transferir os dados de entrada para os computadores onde a execucao serd realizada.

Execucdo: corresponde & execucdo das atividades que compdem o workflow nos
recursos computacionais disponiveis. Ocorre o processamento dos dados de entrada e
produzem novos dados que, por sua vez, podem ser processados por outras atividades.
Durante a execucdo, recomenda-se que os dados gerados e as informacgdes de
proveniéncia sejam registrados, para consultas do cientista do estado atual e até mesmo
identificar possiveis problemas da execucéo. As informaces de proveniéncia incluem
além dos dados de entrada, os parametros definidos pelo cientista na instanciagdo do
workflow, o registro de todas as atividades ja executadas na instancia, seus respectivos
tempos de inicio e de término, os recursos empregados em sua execucao, as referéncias

para os dados usados como entrada e saida de cada atividade. Essas informacdes
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possibilitam que um dado experimento seja reproduzido tal como ele foi realizado da
primeira vez. Elas possibilitam também que, em caso de falha na execugdo do

workflow, a execucdo possa ser retomada do ponto onde parou.

e Analise Pos-execucdo: € a fase da inspecdo e interpretacdo dos resultados obtidos a
partir da execucdo do workflow. Pode-se obter com a analise dos dados de saida a
rejeicdo da hipotese cientifica e na analise de informacdes de proveniéncia é possivel

identificar-se as atividades que geram gargalos na execuc¢do do workflow.

Em bioinformética, workflows cientificos sdo usados para também descrever
experimentos in silico tendo seu uso crescido muito nos ultimos anos. Estes workflows séo
construidos através de uma sequéncia de passos que caracterizam um fluxo de execucéo onde,
cada um destes passos usam programas de terceiros. Para cada execucdo do workflow é
considerado um experimento e, de acordo com o resultado alcangado, os parametros podem ser
revistos e o workflow é novamente executado ou, em alguns casos, é preciso realizar algumas
execucdes parciais novamente (Silva et al, 2006). A execucdo de um determinado workflow
pode ndo ser concluida ou ndo apresentar resultados conclusivos, mas recomenda-se manter
registrado os experimentos com execuc¢do bem-sucedida, bem como aquelas defeituosas (Meyer
et al., 2004).

Workflows cientificos diferem dos de negdcio em diversos aspectos (Cavalcanti, 2005),
em especial na bioinformatica. Eles caracterizam-se pelo alto grau da intervengdo humana em
sua execucao realizados por meio de especificacdo e composicao de atividades que podem ser
definidas de diversas formas como por exemplo usando linguagens de scripts ou, mais
recentemente servi¢os web (Cavalcanti, 2005). Uma grande diferenca entre os workflows de
negocios e os cientificos é o fato de que um workflow cientifico nem sempre estd
completamente definido antes de seu inicio (Wainer, 1997) e sdo executados com um grau de

flexibilidade muito superior ao feito no contexto de negocios.

3.1 Importancia do Workflow para a Bioinformatica

As ferramentas de informatica tém um papel fundamental na analise dos dados
bioldgicos, a quantidade e complexidade dos dados vém tornando a analise dos dados cada vez
mais custosa, assim, a necessidade de analises in silico cresce constantemente, exigindo cada

vez mais dos programas acurécia e eficiéncia na sua utilizacdo. O SWfMS (Scientific Workflow
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Management System) é um sistema criado, especificamente para gerenciar workflows no campo
cientifico. Para que experimentos cientificos em larga escala possam ser gerenciados, é
necessario que um conjunto de funcionalidades esteja presente. Dentre essas funcionalidades

estd 0 apoio a composicdo dos experimentos, que inclui a concepcao de workflows cientificos.

Muitas tarefas descritas pelos pesquisadores da utilizacdo de varios programas para
conclusédo de um resultado, e este dado resultante pode ser a colecdo de entrada de outro
programa. No entanto, a composicao destes programas nao é uma tarefa simples de ser realizada
pelos pesquisadores, dificultando para analises mais complexas, revelando a importancia do

uso de workflows em Bioinformatica.

Geralmente os pesquisadores utilizam linguagens de scripts para implementar os seus
workflows, tendo em vista a facilidade que estas linguagens oferecem para fazer chamadas de
programas. Entretanto, os scripts sdo muito especificos e dificeis de serem reutilizados e de se
fazer manutencdo. Por exemplo, o acréscimo e a remoc¢éo de programas, 0 acesso aos dados, 0
desenvolvimento de analisadores sintaticos, e a configuracéo de pardmetros geralmente ndo sdo
tarefas triviais. Sendo assim, torna-se importante a colaboragédo de profissionais de informatica

para auxiliar os pesquisadores na definicdo e execucdo de seus workflows.

Alguns desses gerenciadores oferecem apoio a geréncia de dados de proveniéncia, a
parametros e aos artefatos que participaram na geracdo do dado (Shoshani e Rotem, 2009).
Dentre este tipo de tecnologias pesquisadas é possivel destacar o Kepler e o Taverna, sistemas

gue possuem mecanismos distintos para gerenciar dados envolvidos nos workflows.

Existem alguns motivos por ndo se usar um sistema gerenciador de workflow ja existente
para se gerar um workflow de refinamento, entre eles esta a questdo da compatibilidade com
outros sistemas. A criacdo do modelo de workflow proposto atende esta questdo, que alem de
cumprir a tarefa de integrar todas as etapas de refinamento de predicdo da estrutura 3D
utilizando o AMBER 14, também preocupou-se em facilitar a integragdo com os resultados de
outros sistemas ja existentes. Desta forma, mantém-se 0 mesmo padréo de desenvolvimento de
todas as ferramentas utilizadas no ambiente de pesquisa Laboratorio de Bioinformatica,

Modelagem e Simulacéo de Biossistemas (LABIO).

Outro motivo por ndo fazer-se uso de sistemas gerenciadores, deve-se a quantidade de
recursos que 0s mesmos apresentam e que ndo seriam utilizados, com isso geraria em algum
momento uma perda de desempenho no tempo de processamento durante a realizacdo do

processo. O modelo de workflow desenvolvido contempla o necessario para realizar o processo
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de refinamento de predicdo de estrutura realizada pelo AMBER 14.

3.2 Experimentos cientificos

A concepcao € a principal etapa de um experimento que tem por objetivo a modelagem
e especificacdo de workflows em seus diversos niveis de abstracdo e no registro de variacoes
do workflow no contexto do experimento. Frequentemente, workflows s&o classificados em dois
niveis, concreto e abstrato (Deelman et al., 2009). Um workflow abstrato € modelado sem estar
preso a programas e nem a definicdo de recursos computacionais, utiliza-se de diagramas de
atividades UML (Unified Modeling Language) (Pressman 2004) ou outro para modela-los. Um
workflow concreto é uma instancia especifica de um workflow abstrato para resolver um

determinado problema.

Para facilitar a concepcdo do workflow, os sistemas gerenciadores de workflows
precisariam apoiar a especificacdo e modelagem de workflows nesses diferentes niveis de
abstracdo. Esses sistemas permitem a construcdo e execuc¢do de sequéncias de tarefas, e em
geral disponibilizam uma interface grafica que abstrai toda ou grande parte da programacéo que
estad por tras do fluxo, ajudando o cientista a construir um workflow sem precisar entender de
programacdo. Pode-se citar como exemplo, o sistema de workflow como o Taverna (Hull et al.,
2006) e 0 Kepler (Altintas et al., 2006) que apoiam a modelagem de workflows com baixo nivel
de abstracdo, muito proximo ao nivel concreto de especificacao.

3.3 Reutilizagdo de experimentos cientificos

A reutilizacdo de experimentos cientificos desafia a se tirar o méximo de vantagens dos
workflows ou experimentos previamente elaborados para compor-se novos workflows ou
experimentos. Durante o experimento cientifico podem ocorrer duas situacdes, o experimento
ter que ser executado repetidamente, alterando os dados de entrada e analisando o
comportamento do modelo de acordo com essas mudangas, re-execuntando apenas variando-se
0s parametros (Goderis et al., 2008). Na segunda situacéo, 0 pesquisador pode ndo concordar
com os resultados alcancados e explorar 0 uso de programas alternativos, que neste caso

carecem de recursos para apoiar a experimentagao.
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4 SISTEMA GERENCIADOR DE WORKFLOW CIENTIFICO (SGWfC)

Com o prop6sito de automatizar e gerenciar a construcdo e execucdo dos workflows
cientificos foram desenvolvidas ferramentas computacionais denominadas sistemas de geréncia
de workflows cientificos (SGWfC) (Hey et al., 2009).

Com o crescente aumento do volume de dados na pesquisa aliada a diversas formas de
explora-los e manté-los, ttm demandado ferramentas que suportem todo o ciclo de pesquisa,

fazendo-se uso cada vez mais deste tipo de ferramenta.

A automacdo de workflows pode fornecer as informagfes necessarias para a
reprodutibilidade cientifica, a derivacdo, a geracdo de dados e o compartilhamento de resultados
em um ambiente de pesquisa colaborativo (Oinn et al., 2007). Sendo umas das vantagens dos
SGWHIC possuir toda infraestrutura necessaria para executar, definir e monitorar as execugoes

dos workflows cientificos tanto local quanto remotamente (Silva, 2011).

Atualmente, existem dezenas de SGWfC disponiveis sendo descrito nos préximos
subcapitulos 2 sistemas deste tipo, que possuem grande aceitagdo na comunidade cientifica: o
Kepler e oTaverna. Sdo sistemas centralizados, que suportam workflows cientificos do tipo
grafo direcionado aciclico (do inglés, DAG - directed acyclic graph) e elaborados sob o

paradigma do software livre, o que favorece uma continua melhoria da ferramenta.

4.1 Kepler

O Kepler (Ludascher et al., 2006) é um SGWfC construido como uma extensdo do
framework Ptolemy (Ptolemy, 2015), que promove a construcdo de data-flows baseados na
conexdo de componentes de software chamados atores. No Ptolemy a semantica da
comunicacéo entre os atores é definida por um componente chamado de diretor, que descreve
sob qual modelo de computagdo o workflow sera executado. Inicialmente o Kepler (Altintas et
al., 2004) armazenava a definicdo dos workflows em uma linguagem de modelagem baseada
em XML (Extensible Markup Language) chamada MoML (Modeling Markup Language). A
nova versdo do sistema incluiu varias funcionalidades de proveniéncia, principalmente o

registro de execucdes e definicdes em banco de dados relacional.

O Kepler planeja o apoio a proveniéncia de dados através de classes que observam a
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execucdo do workflow, armazenando os dados gerados durante a mesma e pode ser configurado
para os parametros de granularidade e destino do dado. A gravagéo dos dados de proveniéncia
em banco esta habilitada por padrédo na distribuicdo da ferramenta, sendo que o usuario pode

optar pelo desligamento dessa funcionalidade a qualquer momento.

A estratégia do Kepler de armazenar os dados intermediarios possibilita a re-execugdo
de um workflow cujos pardmetros eventualmente tenham sido alterados, ou que tenham obtido
falhas em alguns de seus passos, aproveitando os dados de etapas anteriores sem a necessidade
de executa-las novamente. A Figura 18 mostra a interface grafica do Kepler através de um
MWC (Modelo de Workflow Cientifico).
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Figura 18 — Exemplo de workflow modelado com o Kepler. Figura extraida do site do Kepler:
https://kepler-project.org/users/sample-workflows/.

O sistema Kepler simplifica o0 esforco necessario para modelar e analisar dados
cientificos, ao usar uma representacdo grafica dos seus processos. Essa representacdo, do
MWC, descreve o fluxo de dados entre os componentes da modelagem. Destacam-se a seguir

as carateristicas do SWC Kepler:


https://kepler-project.org/users/sample-workflows
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e Possui um conceito de modelos computacionais, que descrevem como Serdo 0

comportamento da execucdo de um MWC;

e tem uma interface grafica amigavel, com um conceito de componentes organizados
em blocos de construcdo, onde o usuario move o0s blocos, ou componentes, para a area

de composicdo de MWCs;
e possui um procedimento de instalagdo pratico;
e ¢ de codigo aberto escrito na linguagem Java;
e possui uma documentacdo instrutiva para criacdo de novos componentes.

Usuarios do Kepler com pouco conhecimento de computacao cientifica conseguem criar
MWCs com os componentes padrdes do sistema, ou ainda modificar os modelos existentes para
adaptar as suas necessidades. Outro exemplo de tarefas externas sdo os componentes do Kepler
gue permitem o acesso as tecnologias de computacao distribuida, que sdo usadas pelos usuarios
para compartilhar seus dados e MWCs com outros usuarios por meio de repositérios, além da
computacéo de alto desempenho. A utilizag&o desses componentes, diminuindo a complexidade

do uso dessas tecnologias, automatizando a comunicagio com os servidores Grid?.

A interface de Grid fornecida pelo Kepler é para o sistema Globus, que é uma
comunidade que desenvolve tecnologias para Grid e permite que pessoas compartilhnem

computacédo de alto desempenho, banco de dados e outras ferramentas corporativas.

Com o Kepler é possivel criar workflows hierarquicos, possibilitando que atividades
complexas sejam definidas a partir de componentes mais simples. Uma particularidade do
Kepler é que a ordem de execucédo dos atores em um workflow é determinada por uma entidade
independente, chamada diretor (Ludascher et al.,2006). Outra caracteristica interessante é que

0 sistema pode notificar o usuario sobre alteracbes no workflow de forma assincrona.

Os MWCs no sistema Kepler ndo necessitam de compilacdo para serem executados,
com isso permitem que seus usuarios examinem e visualizem os dados durantes sua execug&o.

Essa funcionalidade auxilia na modelagem e permite que se altere facilmente os parametros do

2 Grid: no contexto computacional trata do compartilhnamento de recursos relacionados e solugdes de problemas,

em organizagdes virtuais distribuidas geograficamente (Lauschner, 2005).
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modelo, produzindo uma maior variedade de resultados experimentais.

4.2 Taverna

Assim como o Kepler, o WfMS (Workflow Management Systems) Taverna (Hull et al.,
2006), conforme mostra a Figura 19, tela inicial, é também um sistema de cddigo aberto que
permite a automagdo de métodos experimentais utilizando servigos de varios dominios
cientificos utilizando interfaces baseadas em web-services (Duncan et al., 2006). O Taverna
fornece um mecanismo para validacdo do MWC que é definido na linguagem Scufl (Simple

Conceptual Unified Flow Language) (Taverna Project, 2007).
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Figura 19 — Tela principal do Taverna. Figura extraida do manual do Taverna:

www.taverna.org.uk/.

A linguagem Scufl permite que o usuério descreva uma tarefa conceitual através de uma
entidade simples, além de ter um mecanismo de tratamento de falha basico. O foco desse
sistema é disponibilizar para cientistas de bioinforméatica, com pouco conhecimento em
computacdo, ferramentas para criacdo de andlises complexas de forma que possam ser

gerenciadas a partir de um computador pessoal.


http://www.taverna.org.uk/
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O Taverna registra dados de proveniéncia em banco de dados relacional, porém o banco
ndo foi desenvolvido para que o usuério final consulte a proveniéncia. A persisténcia em banco
da proveniéncia € opcional, o usuario pode optar por manter os dados apenas em cache. Neste

caso o0s dados serdo apagados ao sair.

Um workflow, gerado pelo Taverna, é especificado como um grafo direcionado. Os
vertices do grafo (processadores) sdo 0s servicos que implementam as atividades. Cada arco
conecta um par de entrada-saida e denota dependéncia de dados entre as atividades. H& também
ligacbes de controle que indica que uma atividade s6 pode terminar depois da execucdo de

outra.
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5 TRABALHOS RELACIONADOS

A criagdo de workflows cientificos ndo é uma tarefa trivial. Existe uma grande
dificuldade em definir formalmente os experimentos cientificos. Criar workflows cientificos
com servicos web disponiveis ainda é uma tarefa complexa, pois 0s cientistas nem sempre séo
da &rea de Ciéncia da Computagdo, e por isso, ndo tém facilidade para utilizar recursos

computacionais para definir seus experimentos cientificos.

A aplicacédo de workflows cientificos em Bioinformatica tem recebido atencéo crescente
na comunidade de pesquisa nos ultimos anos. Bidlogos estdo frequentemente pesquisando
como um organismo responde a mudancas no seu ambiente, expressas por meio do
comportamento dos seus genes. Os centros de pesquisa, em geral, possuem definidos um
processo ou workflow para o estudo de sequéncias gendmicas. Atualmente ja existe uma grande
quantidade de servigos disponiveis 0 que aumenta a dificuldade para que os cientistas
encontrem aqueles que realmente os interessam. Neste cenério, diversos esforgos vém sendo

feitos no sentido de automatizar este processo de descoberta de servicgos.

As ferramentas de informéatica surgem com o objetivo de fornecer suporte ao
desenvolvimento de workflows cientificos. Exemplos do uso de workflow cientifico em

Bioinformatica podem ser vistos nos estudos que seguem.

O trabalho desenvolvido por Machado et al., (2007) busca melhorar o suporte
computacional para a realizacdo dos experimentos, criando um workflow cientifico para
automatizar o processo de execucdo de experimentos de docagem molecular, considerando a

flexibilidade do receptor, conforme mostra a Figura 20.

prepare
receptor
files?

| Readinitial
k docking data

. Calcule total of
docking experim.
i YES MO Y
= Execute Docking

. prepare receptor ' prepare ligand
files files ¥
' ' <.Last Experiment? = "“—i Update counter
First Step Second Step e Y -

.'/ .\'\ - -
( enp ) T
N A—YES

—

Figura 20 — Processo de CADD com flexibilidade explicita do receptor (Machado et al., 2007).
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Com isso, 0s experimentos puderam ser executados de forma mais automatica. Antes,
execucgdes desse tipo no LABIO, eram manuais ou com o auxilio de scripts basicos, que

necessitavam serem modificados a cada execucédo de diferentes experimentos receptor-ligante.

O estudo apresentado por Weske et al., (1995) trata-se de um workflow para modelar o
processo de agrupamento de fragmentos de DNA (Deoxyribonucleic Acid) utilizado no
melhoramento do sequenciamento de genomas, com o0 objetivo de validar uma ferramenta

desenvolvida para a definicdo e execucdo de workflows cientificos

Encontrar e interpretar uma sequéncia (fragmentos de DNA) de bases de um organismo
é uma tarefa importante e fundamental em biologia molecular. Atualmente, pequenas
sequéncias de DNA podem ser geradas semi-automaticamente, utilizando recursos especificos.
Porém, o fato de existir muitos erros dentro das sequéncias, dificultam o estudo sobre estas
sequéncias, gerando com isso resultados de um sequenciamento de bases ndo totalmente

correto.

Uma tarefa dos cientistas é corrigir esses erros e assim produzir um conjunto de dados
com um maior nivel de qualidade, para isso utilizam-se de alguns procedimentos para executa-
las através de workflows. O resultado dessa atividade é avaliado por um humano, se a validacéao
ocorrer positiva a analise da sequéncia pode ser feita. Caso encontre erros, novos fragmentos
devem ser gerados e unidos para formar diferentes sequéncias que se aproximem da sequéncia

a que se quer chegar.

Encontrou-se, na literatura, outras publicacdes que envolvem workflow cientifico,
porém, ndo dizem qual a abordagem, entre elas cita-se a de Mattoso et al., (2009) cujo artigo
aborda os desafios da computacdo relacionados a modelagem computacional e ao uso de
simulacdo, em especial a necessidade de novas tecnologias para apoiar essa categoria de
experimentos. O artigo faz referéncia a falta de métodos para concepgéo, em especial, no nivel

abstrato.

O trabalho desenvolvido por Ludascher et al. (2006), apresenta uma arquitetura com o
objetivo de fornecer suporte ao desenvolvimento de workflows cientificos, onde é usada a
tecnologia de microarrays de DNA para determinar o nivel de expressdo de umconjunto de
genes. Esses genes sdo marcados com cores fluorescentes sendo que, quanto maior esse numero
de pontos fluorescentes, mais alto o nivel de expressdo do gene, que apos € selecionado um
subconjunto de genes que seja parecido com 0s genes que obtiveram um maior nivel de

expressdo. Foi possivel modelar o processo de identificacdo de promotores de genes, gerando
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0 que chamou de PIW (Promoter Identification Workflow).

Na visdo da reutilizacdo das informacgdes de um experimento cientifico, existem
algumas iniciativas como myExperiment (De Roure et.al., 2009) e Vistrails (Callahan et al.,
2006) que permitem o armazenamento e posterior uso de workflows cientificos por outros
pesquisadores ou grupos de pesquisa. Porém, os workflows cientificos armazenados encontram-
se representados em nivel concreto, j& definidos para um SGWIfC e ligados a uma infra-estutura
computacional especifica, neste caso pode-se necessitar de adaptacdes e acarretar, assim,

problemas no seu uso.
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6 RESULTADOS: DESENVOLVIMENTO DO MODELO DE WORKFLOW

Neste capitulo é descrito toda a modelagem e implementacdo do modelo de workflow
cientifico desenvolvido, descrevendo detalhadamente cada uma de suas etapas. As pesquisas
realizadas para esse trabalho, demonstraram que se utilizando do simulador de dindmica
molecular AMBER 14 e submetendo as etapas de protocolo de refinamento desenvolvido, a
partir dos resultados obtidos na predi¢do do método CReF, é possivel obter um refinamento das
estruturas geradas pelo método CReF, com resultados mais consistentes da predicdo

inicialmente obtida por este método.

O uso de workflows cientificos, além de fornecer o apoio necessario ao ciclo de
execucao e andlise, torna possivel a criagdo de um ambiente com independéncia entre as
diversas aplicacdes cientificas, projetados para realizar experimentos in silico com o intuito de
processar e analisar uma grande quantidade de dados usando simulacdo computacional. Os
experimentos sdo organizados como uma sequéncia de etapas que caracterizam um fluxo de

execucdo, onde em cada etapa utilizam-se diferentes softwares ou processos.

A determinacdo experimental via difracdo de raio x é cara e demorada, geralmente ainda
com limitacGes devido a estes fatos, tentar fazer in silico € uma grande oportunidade para
solucionar este problema. Utilizando-se de um pequeno raio de corte e torcendo para que a
trajetoria da dindmica molecular, obtida via cristalografia por difracdo de raios X, conduza a

uma conformacéo predita in silico mais proxima a experimental do polipeptidio.

6.1 Implementagdo do Modelo de Workflow

O modelo descrito é importante para contribuir com o aperfeicoamento dos resultados
do método CReF para processo de refinamento que atualmente sdo executadas atraves do
AMBER 14, que por ser executado manualmente, ndo permite realizar diversas vezes 0s
experimentos e analises em um curto espaco de tempo. Sendo assim haver4 com o uso do
workflow um ganho no tempo necessario para a sua execucdo e obter-se resultados mais

consistentes de predigao.

O protocolo de refinamento realizado manualmente com a utilizacdo de shell scripts

ocasiona ao usuario uma grande limitacdo na quantidade de experimentos que podera realizar.
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Isso ocorre porque a configuragdo manual do protocolo é muito trabalhosa e envolve
peculiaridades no detalhamento da configuracdo, principalmente em residuos de aminoacidos
do polipeptidio predito pelo CReF que ira receber restricdes de movimentacdo em angulos
diedros. Dessa forma, tém-se problemas para definir a ordem correta em que as etapas deverdo
ser executadas. E possivel executar o processo utilizando parametros diferentes, monitorar a
execucao do mesmo, gerar analises de resultados, o que torna este cenério sujeito a falhas e
improdutivo, especialmente em se tratando de experimentos complexos, que envolvem muitos

programas e grande quantidade de dados.

Com o objetivo de melhorar este processo, foi criado um modelo de workflow cientifico

que automatiza boa parte das configuracdes do AMBER 14.
Esse modelo resume-se basicamente em cinco etapas:
1. Construcdo do comando inicial;
2. Criacdo dos arquivos;
3. Criacéo do arquivo de restri¢oes;
4. Inicio da simulacdo da dindmica molecular;

5. Anélise automatica dos resultados obtidos através da trajetéria da dinamica

molecular.

A configuracdo de todos 0s requisitos necessarios para realizacdo do processo de
dindmica molecular fica menos custosa computacionalmente com a utilizagdo de solvente de
agua implicito no GB (Generalized Born). Com isso 0 tempo necessario para o processamento

da dindmica molecular pelo computador através do AMBER 14 torna-se bem reduzido.

O método utiliza-se de um pequeno raio de corte para que os calculos computacionais
da trajetoria da dinamica molecular tenham um ganho de tempo e conduzam a uma
conformacdo predita in silico, mais proxima a experimental do polipeptidio, obtida via NMR
ou cristalografia por difracdo de raios x. Para que se tenha na forma in silico um esboco de
método candidato a auxiliar paralelamente a determinagdo experimental de estrutura terciaria

de polipeptidio, com aperfeicoamento dos resultados do método CReF.

O objetivo principal do protocolo de refinamento é aproximar as regides de alcas e voltas
do polipeptidio predito pelo CReF comparado a conformacéo de algas e voltas da versdo do

polipeptidio obtida experimentalmente e depositada no PDB. Este refinamento agora sera
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realizado através do modelo de workflow, tendo suas configuragdes para esta execugdo
supervisionadas pelo usuario. A Figura 21, mostra de uma forma geral as etapas da

automatizacao do processo para o refinamento utilizado pelo workflow.

.‘ -ls’)
Conformagao Preparacao da
polipetidica simulagao
tercléria 5 X
1 s
ot o4
e
Geragao das
= restricoes
— | 3
= |\
Anélise dos Execucao do
resultados AMBER
5 4

Figura 21 — Etapas do processo de refinamento. O ciclo inicia com a entrada do polipeptidio, apds
a leitura dos arquivos de entrada para a preparacio da simulacio, a criacdo do arquivo com as
restricoes, a execucao do refinamento e por altimo os arquivos com a analise dos resultados.

Para integrar cada etapa do workflow usou-se a funcdo “os.system()”, comando da
linguagem de programacdo Python. Esta funcéo é utilizada para executar comandos em shell
script, permitindo, com isso, a criacdo de todos os comandos de cada etapa ou programas que
serdo executados, durante a execucdo do workflow. Nos comandos séo informados todos os

pardmetros necessarios para iniciar a execucdo de cada etapa.

O resultado obtido com o uso de workflow, ird auxiliar na analise de dados da trajetoria
da dindmica molecular realizada pelo AMBER 14, que teve inicio com o resultado da predigéo
de estrutura 3D obtido pelo método CReF, se gerou alguma conformagéo in silico mais proxima
do polipeptidio determinada experimentalmente, concluindo com a representacdo do mapa de

Ramachandran, juntamente com o célculo do RMSD para a anélise.
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6.2 Elicitacdo de Requisitos

Nessa fase definiu-se o0s requisitos necessarios para modelagem e o conjunto de
funcionalidades para o desenvolvimento do modelo de workflow. O produto dessa fase é o

Documento de Requisitos (Apéndice A).

Durante a etapa de concepg¢do de um workflow, é muito importante ter o envolvimento
dos usuarios, pois eles tém o papel de fornecer os requisitos necessarios para o desenvolvimento
do workflow e, também, de validar o produto gerado na elicitacdo de requisitos. Afinal, ele
possui 0 conhecimento do dominio e pode determinar como o experimento é representado em
termos de atividades, resultados e ferramentas, para tanto, utilizou-se de entrevistas com o0s

USUArios.

Para apoiar a tarefa de especificacdo dos requisitos funcionais, realizou-se discussdes
entre integrantes do grupo do LABIO. Todos os requisitos especificados com o grupo, passaram
por uma analise para avaliar sua viabilidade e consequentemente refinados. Apos este processo
concluido foi gerado o documento dos requisitos funcionais com a lista das suas
funcionalidades em alto nivel, para as etapas de refinamento de proteinas e da interface web de
resultados. Para criacdo do Documento de Requisitos com os requisitos funcionais foi utilizado
0 processo de escrita em linguagem natural, para assim garantir que ndo haja ambiguidade nas

informagdes descritas, garantindo clareza e preciséo nos requisitos elicitados.

O documento final, apresenta além dos requisitos funcionais, 0s requisitos néo
funcionais, as defini¢Bes para questdes de seguranca, desempenho, usabilidade, confiabilidade,

padrdes e necessidades operacionais.

6.3 Arquitetura do Modelo de Workflow Desenvolvido

Neste capitulo descreve-se cada etapa para execucdo do workflow. Para aplicar as
funcionalidades do modelo de workflow desenvolvido, escolheu-se para estudo de caso a
proteina 1GAB, executando-se, assim, todas as etapas que compdem o refinamento desta
proteina. Utilizou-se o software de simula¢fes moleculares AMBER 14, sendo que o método

utilizado para implementacéo deste workflow permite usar as versdes 9 até 14.
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Diagrama do fluxo do workflow

Arquivos de Entrada Execugéo Arquivos de Saida
Arquivo PDE Predito Arquivo PDE
pelo Cref Experimental Inicio
Entrada dos dados
Arquivo de rsio de Ar””'“?r!“ide'“
B pare definicio das
— restricihes
m
o
m
i}
Ll
Criar pasta com 1D i
et Arguivosde Log's
Criar arquivo de
log's
Arguivo no formato
Dianz
Minimizacso de ‘
Energia
Preparacao de + +
(o] Arqul'ms;.de entrada Arguivosda fase de Arguivosda fase de
m iuEETiE aguecimento produgdo
g
Ll Py
Preparacso do Arguivo de
arquive de » restrighes
m restriciies
m —
o
m
i}
Ll
Arquivo
Criac3o do arquivo make_all_sbout_m
deexecucio dgb.executable.py
Execucao da
e Dinamica Molecular
m
o
m
i}
Ll
Arquivosde Arquivo PDE da
Obtencio dos trajetoria estrutura refinada
Resultados N =
“-—..._,..-rjk e
Y ¥
™ Arquivo para
m visualizacSo no Regizsro delog's
o Ramachandram
L

Figura 22 - Diagrama de todas as etapas, suas composicoes de arquivos que servem de entrada e
arquivos gerados como saida.
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Devido ao fato de serem mantidos 0s parametros e os padrdes de arquivos na versao 14
do AMBER, e necessitando apenas realizar-se algumas verificagdes para adaptar-se 0s arquivos

gerados pela ferramenta, € o que possibilitou usar o workflow nessas versoes.

O processo inicia com a estrutura 3D aproximada gerada pelo método CReF. Em uma
maquina com sistema operacional Linux, envia-se um comando de shell script pelo terminal,
onde sdo informados os parametros para iniciar a dindmica molecular, e o arquivo gerado como
resultado do CReF.

Para melhor entendimento da composicdo de cada etapa do workflow, a Figura 22
apresenta um diagrama de todas as etapas, suas composic¢des de arquivos que servem de entrada
e arquivos gerados como saida. Dessa maneira fica mais facil acompanhar a explicacéo de cada

etapa do workflow nos capitulos que seguem.

6.4 Detalhes da Implementacéo: Estudo de Caso

Este capitulo apresenta os detalhes da implementacdo do modelo de workflow. Para
demonstrar o processo de refinamento com a aplicacdo do modelo de workflow foi utilizada
como estudo de caso a proteina alvo 1GAB, determinada por NMR, composta por 53 residuos

de aminoéacidos. O resultado obtido do experimento esta descrito no Capitulo 7.1.2.

Para testar a eficiéncia do modelo de workflow desenvolvido foram submetidas outras
duas proteinas a 1YWJ composta por 28 residuos de aminoacidos e 1GPT composta por 47
residuos de aminoacidos, ambas determinadas por NMR. As trés proteinas submetidas ao
protocolo de refinamento possuem caracteristicas diferenciadas entre si, e o resultado obtido

nos experimentos estdo descritos no Capitulo 7.

6.4.1 Etapal: Entrada de Dados

O processo da etapa de entrada de dados é composto pelo arquivo PDB predito pelo
CReF, o arquivo PDB experimental do repositorio de estruturas de proteinas ja resolvidas e o
arquivo do raio corte, que servirdo para compor a entrada de dados desta etapa, conforme mostra

a Figura 23.
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Arquivo PDB predito
pelo CReF

Arquivo PDB
experimental

Arquivo de raio
de corte

Figura 23 — Estrutura do processo da etapa 1 do refinamento.

Para iniciar o processo de refinamento utilizando-se o modelo de workflow com a
proteina 1GAB, que servira como estudo de caso, 0 usuario precisa executar um comando em
shell script composto por varios parametros. Alguns desses parametros informados pelo usuario
sdo obrigatorios. Os demais parametros que sdo opcionais definem o valor padrdo para

execucdo do refinamento.

Para compor o script de execucdo que dara inicio ao workflow, no Quadro 1, estdo
descritos todos 0s possiveis parametros de entrada que poderao ser informados pelo usuario. A
coluna da esquerda exibe o comando para execugdo e a coluna da direita descreve sua
funcionalidade, assim como qual o valor padréo estipulado pelo workflow, se 0 mesmo néo for

utilizado no script inicial de execucéo.

Quadro 1 — Descricdo dos parametros e sua respectiva funcionalidade.

Comandos [Descricao

-id Informa uma identificagdo exclusiva para polipeptidio, que

serd uma sub-pasta dentro da pasta de saida do workflow.

-predictedPdb Informa uma estrutura predita no formato PDB. Este
argumento torna-se opcional se uma sequéncia de estrutura

primaria polipeptidio se for informado através de um arquivo
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passado pelo argumento " -proteinSequenceFile".

Pode ser usado para informar um arquivo contendo codigos
(c6digo em formato similar ao do programa DSSP
(Dictionary of Protein Secondary Structure,
http://swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp/) de estrutura secundaria, para

fazer restricdes dos angulos diedros.

-cutRgbmaxFromFile

Requer um arquivo de entrada com informagdes do raio de
corte e rgbmax para subestagios da fase de agquecimento e

subestagios da fase de producdo da dinamica molecular.

-amberVersion

\Versdo 14 do AMBER.

-pmemd

Informa que a dinamica molecular serd& computada pelo

pmemd ao inves do Sander

-molprobityThreadsNumber

[Numero de threads que serdo criadas cada uma realizando
uma analise simultanea através de chamadas individuais ao

programa MOLPROBITY (http://molprobity.biochem.duke.edu/).

[NUmero de processadores (numero de nicleos a serem usados
pelo AMBER 14, para a dinamica molecular). Caso nao

linformado serd utilizado apenas um processador.

-experimentalPdb

Pode ser usado para informar a estrutura experimental em
formato de PDB. Se informado, o programa ira gerar arquivos
que facilitem analise RMSD. Gerando com isso 0s arquivos
automaticamente, que executam o cpptraj para calcular a
RMSD.

-finalTemp

Parametro para informar a temperatura final da fase de
aquecimento. Caso ndo informado esse argumento, a

temperatura final sera a do padréo 325 Kelvin (K).

-tempAddition

Pardmetro para informar a adicdo de temperatura dos
subestagios da fase de aquecimento. Caso nao for informado

sera usado o padrédo de 50 Kelvin (K).
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-ntt

Parametro do AMBER 14 para escala de temperatura

-heatDuration_ps

E possivel informar a duracéo total (em picossegundos) da
fase de aquecimento atraves deste argumento. Caso nao seja
linformado, seré adotado o padrdo de 100 picossegundos.

-dt Passo de tempo (picossegundos). Maiores temperaturas
significam aumento velocidades e mais distancia percorrida
entre cada avaliacdo.

-nscm [Define 0 nome nscm do AMBER 14 do Sander.

-ntpr Informa o valor padrdo de "500" para " NTPR" que sera
utilizado na fase de aquecimento e de producdo para 0S
resultados que serdo impressos a cada passo.

-igh Sinaliza o uso de solvente implicito Generalized Born.

-mdDuration_ps

Informa a duracdo da dindmica molecular (em
picossegundos) para a fase de producdo. Quando ndo
linformado, o valor padrdo de " 50.000 " picossegundos seré

usado.

-proteinSequenceFile

Pode ser usado para informar um arquivo de estrutura
primaria de polipeptidio com a sequéncia de polipeptidio
principal. Este arquivo deve ter uma linha com a sequéncia

primaria polipeptidio.

-cut Usado para especificar o ponto de corte de atomos nao
ligantes, em Angstroms.
-rgbmax Indica a distancia méaxima entre pares de &tomos

Para dar inicio a execugdo do workflow, criou-se o comando formado pelos pardmetros

conforme mostra a Figura 24.

Para melhor explicar os comandos (destacados em negrito), cada parametro utilizado foi

separado linha a linha. Nesse script inicial de execucdo, os comandos sdo preenchidos com 0s

pardmetros de acordo com o teste de refinamento que se escolha realizar, possibilitando com
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Isso uma ampla variedade de experimentos, tendo em vista a flexibilidade de escolhas dos

parametros que irdo compor o refinamento.

Ap0s concluir o comando com os parametros escolhidos, executa-se 0 mesmo tendo o

inicio com o arquivo programado em Python, que recebera todos os parametros informados.

/mdgb_automation.py

-id 1GAB_P_F4

-predictedPdb

JINPUT_FILES/1GAB_P_F4 Y28r.cref.predicted.and.backbone.trespassing.aromatic.ring.repaired_ OK.pdb
-experimentalPdb ./INPUT_FILES/IGAB_EXPERIMENTALO_WITHOUT_OXT.pdb

-a .JINPUT_FILES/secondary_structs_rst.in

-np 4

-cutRgbmaxFromFile ./INPUT_FILES/cutAndRgbmax.in

-mdDuration_ps 50000

Figura 24 — Comandos para iniciar o estudo de caso do workflow, especifico para a proteina 1GAB.

Tem inicio entdo a execucdo do workflow, com a preparacdo dos arquivos que serdo
utilizados pelo AMBER 14, de forma que € calculado um snapshot da dinamica molecular a
cada um picossegundo transcorrido da trajetéria. Como mencionado anteriormente, nem todos
0s parametros descritos sdo obrigatorios. Quando ndo informados, utilizam-se de valores

padrdes para a execucao.

A seguir, uma breve descrigdo dos pardmetros utilizados para execucao do refinamento
escolhido como caso de estudo, os parametros estdo todos destacados em negrito no quadro a

cima.

e -id: recebe o valor "1GAB_P_F4" como identificador desta dindmica.

e -predictedPdb: recebe o contetdo: "/INPUT_FILES/IGAB_P_F4 Y28r.cref.predicted.pdb".
Este sera um dos arquivos de entrada que exibe o caminho onde encontra-se a estrutura
predita pelo método CReF que sera refinada pelo workflow. O arquivo sempre devera ser
informado no formato PDB, outro formato ndo é permitido. Aqui alerta-se, que tal arquivo

de predicéo a ser informado (formato PDB), deve ter sua estrutura revisada pelo usuario. A
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Figura 25 mostra um dos trechos do arquivo PDB, que neste caso sera o da proteina 1GAB

utilizado pelo workflow.

ATOM 2 CA THR 1 2.001 1.311 0.000 1.00 0.00

Figura 25 — Trecho do arquivo PDB da proteina 1GAB.

Basicamente serdo utilizadas todas as linhas onde estdo descritas as coordenadas 3D da
proteina. Para tornar melhor compreendido este arquivo, descreve-se o significado de

cada coluna do arquivo mostrado na Figura 25.

— ATOM: indica que esta linha é composta pelas caracteristicas do atomo em questéo,
a coluna gue apresenta o nimero;

— 2: € 0 numero do atomo;

— CA: indica o 4&tomo;

— THR: sigla do amino4cido;

— 1: indica que € o primeiro aminoacido;

— Destacado em amarelo: indica as coordenadas 3D para futura montagem da proteina
tridimensional.

e -experimentalPdb: pardmetro que estd recebendo o contetdo "./INPUT_FILES/1GAB
_EXPERIMENTAL.pdb". Este é outro dos arquivos de entrada, exibe o caminho onde
encontra-se a estrutura experimental no formato PDB sem o oxigénio terminal, dispondo da
mesma composicdo do arquivo predito pelo CReF apresentado anteriormente.

Posteriormente este arquivo servira para facilitar a analise do RMSD através do Ptraj.

e -a: parametro que esta recebendo o modelo de arquivo informado pelo usuario, que indica
onde ocorrera as restricdes nos angulos de tor¢do. Com o intuito de facilitar o usuario para
informar estas restri¢des, foi definido um arquivo modelo, onde ele basicamente se tiver
interesse de restringir uma medida de angulo especifico, devera apenas retirar o caracter de
comentério (#) da linha onde deseja aplicar a restricdo. O objetivo principal deste arquivo é

simplificar a insercéo das informacdes, porque numa etapa posterior durante a execugdo do
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workflow sera feita a leitura deste arquivo e gerado o arquivo de restri¢cbes no formato que

0 AMBER 14 necessita para sua execucdo. A Figura 26 apresenta modelo do arquivo que

sera utilizado para informar as restricoes.

10.

#DSSPSecStructure: consecutiveMinAmount consecutiveMax OMEGAfreedom PHIfreedom PSlfreedom forceConstant_rk2  forceConstant_rk3

H:
G:
I:
#HE:
#B:
#T:

#S:

1
1
1
1
1
1

1

0

o © o o o ©

0 0 2.0 2.0 #H: alfa-helix
0 0 2.0 2.0 #G: 310-helix
0 0 2.0 2.0 #l: pi-helix

0 0 2.0 2.0 #E: beta-strand
0 0 2.0 2.0 #B: beta-bridge
0 0 2.0 2.0 #T: beta-turn
0 0 2.0 2.0 #S: bend

#***|Insert secondary structures non selected as comments (#Yes or #No)? 'answer in the next line!!!

#Yes

Figura 26 — Modelo do arquivo utilizado para informar as restricoes.

Como descrito anteriormente é possivel perceber que temos algumas linhas do arquivo

de restrigBes onde no inicio consta o caracter de comentario "#" (linhas 5, 6, 7, e 8). As linhas

gue apresentam este caracter no inicio, indica que o comando ap6s nao sera executado, dessa

forma isso € dito que a linha esta "comentada”.

Quando a linha recebe o caracter de comentéario indica que esta estrutura secundaria ndo

receberd nenhum tipo de restricdo de movimentos, ja as estruturas secundarias que nao

apresentarem este caracter (linhas 2, 3, e 4) no inicio, receberdo restricbes de movimento. Para

entender melhor este arquivo (Figura 26), cada coluna e sua respectiva funcdo sera detalhado

no Quadro 2.

Quadro 2 — Descrigdo dos parametros, seu valor e sua respectiva funcionalidade.

Coluna Valor Descricéo

Tag de comentario Nao Insercdo ou ndo do caréacter de comentario para
preenchido | definicio da restrigéo.

DSSPSecStructure: H:

Estrutura secundaria.
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consecutiveMinAmount

Quantidade minima a considerar de residuos
consecutivos para a estrutura secundaria
detectada pelo DSSP.

consecutiveMax

Quantidade maxima a considerar de residuos
consecutivos para a estrutura secundaria
detectada pelo DSSP. Caso ndo queira restringir
a quantidade maxima usa-se "...".

OMEGATfreedom

Restricdo especifica para o angulo Oméga do
residuo, com o valor informado o usuario pode
definir uma liberdade de movimento para o
angulo do residuo. Se o usuario informar 50
neste campo, entdo o angulo computado
automaticamente tera sua restricdo "relaxada”
em 25 graus para menos e 25 graus para mais.

PHIfreedom

Restricdo especifica para o angulo phi do
residuo, com o valor informado o usuario pode
definir uma liberdade de movimento para o
angulo do residuo. Caso seja informado o valor
80 para este campo, o angulo computado
automaticamente, tera sua restricdo "relaxada”
em 40° graus para menos e 40°, para mais.

PSlfreedom

Restricdo especifica para o angulo psi do
residuo. Com o valor informado o usuério pode
definir uma liberdade de movimento para o
angulo do residuo. Se o usuério informar, por
exemplo, o valor 120 neste campo, entdo o
angulo computado automaticamente, tera sua
restricdo "relaxada™ em 60° graus para menos e
60° para mais.

forceConstant_rk2

2.0

Constante de forca rk2 do arquivo de restrigéo.
O valor informado deve ser na unidade
kcal/mol.

forceConstant_rk3

2.0

Constante de forca rk3 do arquivo de restricdo.
O wvalor informado deve ser na unidade
kcal/mol.

Como ultima opcao para o usuario deste arquivo modelo para informacéo das restricdes,
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ele possui a alternativa de geracdo do arquivo de restrigdes no formato esperado pelo AMBER

14 s6 com as estruturas restritas ou com todas, para isso, no final do arquivo escolhe-se a opcéo

“#Yes” ou “#No” para a pergunta “4***Insert secondary structures non selected as comments

(#Yes or #No)? 'answer in the next line!!! ”. Esse € 0 Unico caso em que 0 caracter “#” ndo serve

como comentario. Se a opcdo escolhida foi com todas as estruturas, as que se encontram

comentadas neste arquivo também estardo comentadas no arquivo gerado pelo workflow,

possibilitando assim ao usuario, analisar o arquivo e realizar algumas alteracdes caso queira,

antes de executar o refinamento.

-np: 0 parametro esta recebendo o valor 4 indicando o numero de processadores que sera

utilizado para o processo de refinamento da proteina 1GAB.

-cutRgbmaxFromFile: o parametro esta recebendo o conteddo "./INPUT_FILES/
cutAndRgbmax.in", indicando o caminho onde encontra-se o arquivo “cuAndRgbmax.ini”.
Este arquivo tem como objetivo, facilitar a interacdo do usuério com o workflow. Para isso
utiliza-se o exemplo apresentado na Figura 27, onde o usuario tem a opc¢do de alterar

conforme o valor escolhido para o cut (raio de corte) e o rgbmax.

# MD sub stage cut rgbmax
heat 8.06 10.0
heat cut rgbmax for misinformed stage 8.06 10.0
production 8.06 10.0
10.0production cut rgbmax for misinformed stage 8.06 10.0

Figura 27 — Modelo de arquivo para facilitar a interacio do usuario com o workflow para alterar
o valor das op¢oes cut (raio de corte) e rghmax.

Tem-se apenas dois parametros para a fase de aquecimento (amarelo) e dois para a de
producdo (verde), sendo que em cada um deles é informado o cut e o rgbmax. Para a fase
de aquecimento tem-se 0 parametro “kieat”, que indica o cut e 0 rgbmax para o primeiro
arquivo, ja o “heat _cut rgbmax_for _misinformed_stage* indica 0 cut e o rgbmax para
arquivos restantes. Para a fase de producdo aplica-se 0 parametro “production” e

“production _cut_rgbmax_for misinformed _stage”, com a mesma finalidade da fase
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anterior. Neste experimento estd sendo usado nos parametros cut e rgbmax os valores 8,06
e 10,0 para todos os parametros.
e -mdDuration_ps - 0 parametro esté recebendo o valor 50.000 que indica o tempo de

duracéo da dindmica (em picosegundos) para a fase de producéo.

Apos a explicacdo detalhada de todos os parametros utilizados como entrada para o
processo de refinamento da proteina 1GAB, tem-se 0 conhecimento necessario para se dar

inicio a execucao do workflow, passando para a Etapa 2 do processo.

6.4.2  Etapa 2: Leitura dos arquivos de entrada e preparacdo do ambiente

Tem inicio a etapa de leitura dos arquivos de entrada e preparacdo do ambiente,

conforme ilustra a Figura 28.

Arquivo de log's

— I——

Arquivos da fase de

> aquecimento
V \/\

Arquivos da fase de

— produgao

S R

e : | Arquivo no formato
nde s Diana

___‘_| S

Figura 28 — Estrutura do processo da etapa 2 do refinamento.

O primeiro passo € a criacdo da pasta com o nome da dindmica molecular, gerado pelo
workflow com o identificador informado pelo usuario onde irdo conter além dos resultados ap6s

o termino da dindmica, todos os arquivos de registros de log’s de cada etapa realizada, a pasta
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com os arquivos de minimizag&o de energia, a pasta com os arquivos de entrada do Sander e
uma pasta com os arquivos de restricbes. Apds, é realizada a leitura da conformacéo
polipeptidica terciaria 3D predita pelo CReF para submissao a dinamica de refinamento atraves
do Sander do AMBER 14, arquivo informado no parametro de entrada “—predictedPdb”. Para
iniciar a etapa de refinamento é necessario realizar a minimizacgao de energia sobre cada atomo,
que servira como estrutura de partida para o inicio das simula¢fes de dindmica molecular. Na

sequéncia, conforme mostra a Figura 29, é explicado cada fase desta etapa.

6.4.2.1 Criacdo dos arquivos de minimizacdo de energia

A minimizacdo de energia é um dos métodos mais simples para otimizar uma estrutura,
sendo utilizada como ferramenta na preparacdo da estrutura inicial para a dindmica molecular.

Tem como objetivo encontrar 0 minimo local de uma dada estrutura.

Antes de comecar a dindmica molecular precisa-se realizar a minimizagdo da nossa
estrutura para obter-se a estrutura de partida, preparando as posi¢des de hidrogénio de modo
gue a dindmica molecular, quando iniciada, seja estavel. Segue na Figura 29 os parametros de

entrada para a minimizagao de energia:

. # Energy minimization for molecule 1GAB P F4.

. &cntrl

1
2
3. imin=1, maxcyc=100, ncyc=10,
4. ntpr=10,

5

. cut=16., rgbmax=16.,igb=1, ntb=0,

Figura 29 — Pardmetros de entrada para a minimizacio de energia.

Os parametros utilizados nos arquivos de entrada para o Sander estdo destacados em
negrito. Inicialmente é colocado na parte superior de cada arquivo da fase de minimizacdo um
comentario, sinalizado pelo caracter “#”, indicando o id da proteina que foi definida pelo
usuario (linha 1). Essa minimizacdo de energia ndo tem interagdo com o usuério, portanto ndo

existe a possibilidade de alterar-se qualquer pardmetro no momento do script de inicio do
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refinamento. Caso queira fazer qualquer alteracdo o usuério terd que abrir o arquivo gerado e

modificar os parametros que escolher.

O parametro “cut” especificado em Angstrém, indica o raio de corte para as interacoes
ndo ligantes. O parametro “rgbmax” indica a distdncia maxima entre pares de atomos. O
parametro “igb” define 0 modelo de solvatacdo implicita do modelo Generalized Born e, por
ualtimo, “ntb”, que define um sistema molecular sem condigdes periddicas de contorno (todos
na linha 5). Para esta etapa se ndo forem modificados os parametros dentro do cédigo-fonte do
workflow ou apds sua criacdo dentro da pasta onde é salvo, serd gerado o arquivo de
minimizacgdo neste padrdo (Figura 29). A minimizacdo de energia s6 pode ser realizada pelo
Sander e ndo existe nenhuma possibilidade de realiza-la com o PMEMD (Particle Mesh Ewald
Molecular Dynamics, parte da plataforma AMBER 14), sem que o codigo-fonte do workflow

seja alterado.

Ap0s a conclusdo da criacdo do arquivo de minimizacgdo de energia, inicia-se a criacao
dos arquivos de configuracbes do AMBER 14, e também a preparacdo da execucdo do Sander.
A configuracdo € realizada em duas etapas, sendo que na primeira sdo criadas as entradas
necessarias para a fase de aquecimento da dindmica molecular e a segunda, as entradas para a

fase de producdo. Estas duas etapas fazem parte da configuracdo do Sander para sua execucao.

6.4.2.2  Criacao dos arquivos da fase de aquecimento

E nesta fase que acontece o preparo do arquivo que servira de entrada para o Sander, no
momento da execucdo da dindmica molecular. Nesta fase a proteina alvo serd aquecida
gradativamente até a temperatura final estipulada para realizacdo da dindmica molecular. A
Figura 30, mostra o segundo arquivo da fase de aquecimento gerado para o refinamento da
proteina 1GAB.

S&o apresentados todos os parametros de entrada necessarios para compor o arquivo de

configuracdo de extensdo ”.in” do Sander para a realizacdo da fase de aquecimento.

1. #Heating of 1GAB P F4 from 50.000000 Kelvin to 100.000000 Kelvin from 15 ps
to 30 ps.

&cntrl
imin=0, irest=0, ntx=1,

nmropt=1,

oo w N

nstlim=7500, dt=0.002000, nscm=1000,
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6. ntc=2, ntf=2,

7. ntt=1,

8. tempi=50.000000, temp0=100.000000,
9. ntpr=500, ntwx=500,

10. ntb=0, igb=1,

11. cut=8.06, rgbmax=10.0

2. /

Figura 30 — Arquivo da fase de aquecimento gerado para o refinamento da 1GAB.

Caso esses parametros ndo sejam informados no comando que inicia o workflow, serdo
atribuidos os valores padrées. Todos 0s parametros apresentados na Figura 30 podem ter seus
valores alterados. A primeira linha estd com o caracter de comentario (#) e exibe as informacdes
resumidas sobre o arquivo para facilitar o entendimento do usuério. A palavra “heating” é o
indicador de que o arquivo € da fase de aquecimento, seguido tem-se o id da proteina informado
pelo usuario (nesse exemplo, é “1GAB_P_F4”). Apos é informado o intervalo de aquecimento
deste arquivo, que nesse experimento é de 50 K até 100 K, e por tltimo o intervalo de duragédo
desse subestagio de aquecimento em picossegundos, que para esse exemplo é de 15ps a 30ps.
A primeira linha resume todas as acGes desse arquivo.

Apbs as informacdes definidas (linha 1) seguem todos os parametros que compdem o
arquivo da fase de aquecimento (linhas 2 a 12). Alguns desses parametros foram descritos

conforme Quadro 1, no Capitulo.5.4.1.

Para realizar a montagem do arquivo, o workflow executa trés calculos. O primeiro
calculo serve para identificar quantos arquivos da fase de aquecimento serdo gerados, para isso
usa-se o valor padrdo de 50 K ou outro valor que o usuario informa através do parametro “—
tempAddition™. Para este estudo de caso especificamente, a cada intervalo de aquecimento a
temperatura é elevada em 50 K, no exemplo do arquivo da Figura 30, mostra que a temperatura
estd subindo de 50 K para 100 K. Com base na definicdo deste intervalo usa-se o valor da
temperatura final, como este valor ndo foi informado no comando que inicia a execucdo do
workflow, fica entdo definido o valor padrdo de 325 K de temperatura final. Pode-se ainda

definir outro valor de temperatura final através do parametro “—finalTemp”.

Com estas duas informacdes é executada uma operacao de divisao entre a temperatura

final e o valor do intervalo de aguecimento, obtendo-se como resultado o valor 6.5, indicando
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que se tém seis arquivos com temperatura sendo adicionado 50 K a cada arquivo de
aquecimento, e o arquivo final sendo aquecido 25 K para alcangar os 325 K de temperatura

final.

O segundo calculo a ser executado € para identificar qual intervalo de picossegundos
tera cada arquivo gerado. Sdo utilizados dois parametros do arquivo da fase de aquecimento
(linha 5), 0 “nstlim”, indicando a quantidade de passos de simulagdo (valor de “7500), e 0
“dt”, que indica o tempo de integracdo ou passo de tempo (valor de 0.002ps). O resultado da
multiplicacdo entre esses dois valores é de 15ps que indica quantos picossegundos tera o

subestégio para o arquivo gerado.

O terceiro célculo é executado com base no valor informado para o aumento de
temperatura de cada subestagio (“~tempAddition”), que nesse caso é de 50 K. O valor atribuido
ao parametro “tempi” (temperatura inicial) do subestagio é de 50 K. Como foi definido o valor
de 50 K para 0 aumento de temperatura de cada subestagio, o valor final deste subestagio sera
de 100 K atribuido ao parametro “temp0” (linha 8).

Por ultimo (linha 11), tém-se os parametros de “cut”, este indicando que apenas irdo ser
consideradas as interac6es nao ligantes que estejam dentro de um raio de 8.06 Angstroms e o
parametro “‘rgbmax” que adota a distancia maxima entre pares de a&tomos. Esses valores sdo
extraidos do arquivo “cutAndRgbmax.in‘, informado no comando que dé inicio ao workflow ja

descrito no Capitulo 5.4.1, conforme mostra a Figura 27.

Existem outros pardmetros que também devem ser analisados como o “n#t” (linha 7)
que indica a escala de temperatura e tempo de relaxamento. Os parametros “ntb” que indica o
método de malha de particulas PME (Particle Mesh Ewald)?® de eletrostaticas infinitas, de valor
zero porque ndo estd sendo aplicado, e 0 “igh”, de valor igual a “1” indicando que sera aplicado
0 mesmo raio padrdo no Leap (linha 10), e por ultimo o pardmetro “irest” (linha 3) de valor 0

(zero) para os subestagios de aquecimento e 1 para os de producao.

6.4.2.3  Criacao dos arquivos da fase de producdo

Como na fase anterior, nesta fase acontece o preparo dos arquivos que também servirdo

3 Meétodo que divide os somatdrios infinitos usados em Coulomb em duas partes (Case et al., 2005).
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de entrada para o Sander, dando assim a continuidade na preparacdo dos arquivos para
realizacdo da dindmica molecular. Aqui a proteina alvo néo teré variacao de temperatura, sendo
mantida a temperatura final da fase de aquecimento para realizar a dindmica molecular e a
trajetdria da dinamica molecular. Para o tempo total de duracdo serd assumido o valor de
50.000ps, caso o0 parametro “-mdDuration_ps” né@o tenha sido informado. A Figura 31, mostra
0 primeiro arquivo da fase de producéo gerado para o refinamento da 1GAB.

1. # Production phase of 1GAB P F4 at 325.000000 Kelvin from 100 ps to 5000

2. &cntrl

3. imin=0, irest=1l, ntx=5,

4. nmropt=1,

5. nstlim=2450000, dt=0.002000, nscm=1000,

6. ntc=2, ntf=2,

7 ntt=1,

8. tempi=325.000000, temp0=325.000000,
ntpr=500, ntwx=500,

10. ntb=0, igb=1,

11. cut=8.06, rgbmax=10.0

12./

Figura 31 — Arquivo da fase de producio gerado para o refinamento da 1GAB.

Para realizar a fase de producdo é preciso informar os parametros de entrada necessarios
para compor o arquivo de extensdo “in” do Sander, conforme apresenta a Figura 31. O usuario
pode alterar esses parametros de acordo com a necessidade. Este arquivo sera usado para gerar
0s arquivos de extensdo “.crd” da trajetoria da dindmica molecular. Caso esses parametros ndo

sejam informados no comando que da inicio ao workflow, serdo atribuidos os valores padrdes.

O arquivo de configuragdo apresenta a primeira linha comentada (#) onde escreve um
breve resumo sobre o arquivo para ajudar o usuario. A palavra “Production” sinaliza que o
arquivo faz parte da fase de producdo, seguido pelo “id” da proteina informado pelo usuario
(LGAB_P_F4,, apo6s é informa-se a temperatura que serd mantida para a fase de producéo (325
K) e por altimo o intervalo de picossegundos desse subestagio (de 100ps a 5000ps), da trajetoria

da dindmica molecular. Portanto nesta linha esta resumida todas as acdes deste arquivo.

Na linha 8 esté informada a temperatura inicial (“zempi”’) e temperatura final (“temp0”)
sdo iguais a 325 K, ou seja, ndo ha variacdo de temperatura. Uma diferenca do arquivo da fase
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de aquecimento é o parametro “irest” com o valor 1, que identifica que este arquivo é da fase

de producéo.

Para realizar a montagem do arquivo, o workflow executa alguns célculos. O primeiro
calculo ¢ para saber qual intervalo de picossegundos terd cada arquivo gerado. Para obter esta
informacdo séo utilizados dois parametros do arquivo da fase de producdo, 0 “nst/im” com
valor de 2450000, indicando a quantidade de passos de simulagéo e 0 “dt” que indica o tempo

de integracdo com o valor atribuido de 0,002 (linha 5).

Com estes dois valores € executado uma operacdo de multiplicacdo para obter-se o
resultado de quantos picossegundos terd um subestdgio da fase de producdo. Para os valores
atribuidos ao “nst/im” e “dt” anteriormente, tem-se como resultado desta operacdo, 4900ps
para o primeiro arquivo que sempre iniciard em 100ps (linha 1). Os restantes dos arquivos terao

o intervalo de 5000ps para 0s proximos arquivos de subestagios gerados.

O segundo célculo realizado é para identificar quantos arquivos da fase de producéo
serdo gerados. Para efetuar este calculo utiliza-se o tempo de duracdo da dindmica molecular
(“—mdDuration_ps”), como ndo foi informado fica definido o valor padrdo de 50000ps. Este
valor sera dividido pelo tempo total de duracdo de cada fase que sera de 5000ps tendo como

resultado 10 arquivos para a fase de producéo.

Diferente da fase de aquecimento onde temos um célculo para os paramentos “tempi”
e “temp0”, na fase de producdo esses parametros irdo manter uma temperatura constante de

325 K, temperatura esta definida pelo usuério para realizacdo da dindmica molecular.

Por altimo, temos os parametros de “cut”, indicando que apenas serdo consideradas as
interacdes ndo ligantes dentro de um raio de 8.06 Angstréms e o parametro “rgbmax ” que adota
a distancia maxima entre pares de atomos (linha 11). Esses valores séo preenchidos com base

no arquivo “cutAndRgbmax.in‘ informado no comando que da inicio ao workflow.

6.4.3  Etapa 3: Criacao do arquivo de restri¢des

Tem inicio a etapa da criagdo do arquivo que corresponde as restri¢des conforme ilustra
a Figura 32 o processo desta fase. Este € 0 arquivo mais importante gerado pelo workflow, onde
constam todas as restricdes dos movimentos de residuos dos angulos diedros Phy, Psy e Omega,

deixando as alcas/voltas, helices-alfas e folhas-betas, restritas para a realizacdo da dinamica
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molecular.

Arquivo no formato
Diana

Arquivo de
restricées

v
\ 4

Figura 32 — Processo da etapa da criacdo dos arquivos que correspondem as restricoes.

O processo de geracdo do arquivo de restricdbes comeca a partir do arquivo
“secondary structs_rst.in”, conforme mostra a Figura 33, informado no comando em shell
scripts que da inicio ao workflow. Todas as restricbes de angulos que foram aplicadas neste
arquivo foram inseridas na geracdo do novo arquivo de restricdes agora com um formato
esperado pelo AMBER 14. Para criar-se manualmente um arquivo com as restricdes no formato
entendivel pelo AMBER 14 é muito trabalhoso e complexo, criou-se um arquivo modelo de
insercao de restricdes de angulos, conforme mostra a Figura 33. Com isso, torna mais facil para

0 usuario, identificar onde serdo aplicadas as restri¢cées nos angulos.

Na execucdo da Etapa 3, este arquivo modelo é lido e aplicada as restricdes para
realizacdo da dindmica molecular e apés gerado um novo arquivo entendivel pelo AMBER 14.

#DSSPSecStructure: consecutiveMinAmount consecutiveMax OMEGAfreedom PHIfreedom PSIfreedom forceConstant_rk2  forceConstant_rk3

2. H: 1 0 0 0 2.0 2.0 #H: alfa-helix

3. G 1 0 0 0 2.0 2.0 #G: 310-helix

4. 1 0 0 0 2.0 2.0 #l: pi-helix

5. #E: 1 0 0 0 2.0 2.0 #E: beta-strand
6. #B: 1 0 0 0 2.0 2.0 #B: beta-bridge
7. #T: 1 0 0 0 2.0 2.0 #T: beta-turn
8. #S: 1 0 0 0 2.0 2.0 #S: bend

10.

#***Insert secondary structures non selected as comments (#Yes or #No)? 'answer in the next line!!!

#Yes

Figura 33 — Arquivo modelo utilizado para informar as restricdes (secondary_structs rst.in”),
transcrito do Capitulo 5.4.1.
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Como mostra a Figura 33, do arquivo “secondary structs rst.in”, as duas Ultimas linhas
destacadas em vermelho (linhas 9 e 8) disponibiliza a opc¢ao de resposta para geragéo do arquivo

completo ou nédo de restri¢cdes (“#Yes” ou “#No”).

Caso a resposta seja “#Yes”, a geragdo do arquivo sera da forma completa. Este arquivo
ird conter todas as restricdes de angulos diedros que serdo aplicadas ao refinamento (quadro
verde) e as restricdes que ndo serdo (quadro azul) da Figura 33. As restricbes que ndo seréo
aplicadas terdo o caracter de comentario (“#”) adicionado no inicio de cada linha das restri¢cdes
indicando que a mesma ndo sera aplicada ao refinamento. Com isso, 0 usuario tem a opg¢éo de
editar e aplicar alguma restricdo que no inicio do processo de refinamento ndo seria aplicada.
Neste estudo de caso sera gerado o arquivo completo de restricdes, por consequéncia da opgédo

de resposta do usudrio ter sido “#Yes” (linha 10).

As Figuras 34 e 35 mostram as duas opcdes geradas do arquivo completo, com e sem a

aplicagéo de restricdes nos angulos diedros.

1. # H (alfa-helix)

2. # 3 ASP OMEGA: (2 ILE CA)-(2 ILE C)-(3 ASP N)-(3 ASP CA) 165.6 165.6
3. # Sequence number = 3, residue name = D, dihedral = OMEGA

4. &rst iat = 17, 32, 34, 36

5. rl = 164.600000, r2 = 165.600000, r3 = 165.600000, r4 = 166.600000
6. rk2 = 2.000000, rk3 = 2.000000

&end

Figura 34 — Trecho extraido do arquivo de restrigoes.

A Figura 34, representa uma restricdo de angulo diedro que serd aplicada ao

refinamento.

1. ## T (beta-turn)

2. ## 9 ASN OMEGA: (8 LYS CA)-(8 LYS C)-(9 ASN N)-(9 ASN CA) 172.6 172.6
3. # Sequence number = 9, residue name = N, dihedral = OMEGA

4. # &rst iat = 127, 145, 147, 149

5. # rl = 171.600000, r2 = 172.600000, r3 = 172.600000, r4 = 173.600000
6. # rk2 = 2.000000, rk3 = 2.000000

&end

Figura 35 — Trecho extraido do arquivo de restricdes.
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Ja a Figura 35, mostra uma restricdo de angulo diedro que nao serd aplicada ao
refinamento.

De acordo com o que foi apresentado na Figura 33, observa-se:

e Aplicada a restricdo - onde aplicou-se as restricdes de angulos retirando-se o caracter de
comentario (#) das linhas que contém “helix” (linhas 2, 3 e 4) destacadas em verde, foi
gerada a restricdo dos angulos sem comentarios como mostra a Figura 34 (linhas 4, 5 e 6)

destacadas em verde, para serem aplicadas ao refinamento.

e Na&ao aplicada a restricdo - as linhas que contém “beta” e “bend” (linhas 5, 6, 7 e 8)
destacadas em azul, onde manteve-se os comentarios, também foram inseridas as restricbes
no arquivo completo de restri¢cdo, mas foi incluido o carécter de comentério (#) no inicio de
cada restricdo. Como mostra a Figura 35 foi gerada a restrigdo dos angulos com comentéarios

(linhas 4, 5 e 6), destacados em azul indicando que ndo serdo aplicados.

Conhecendo a origem de onde foi extraida as informacBes que gerou o arquivo de
restricdes, sera explicado cada linha de uma restri¢do utilizando-se a Figura 34.

A linha 1 com a informacéo “# H (alfa-helix)”, no arquivo de restricdo com formato
reconhecido pelo AMBER 14, é possivel o usuario identificar rapidamente onde esta sendo
aplicada a restricdo. Na linha 2 é adicionada a informacao “# 3 ASP OMEGA:” que serve para
indicar em qual dos angulos diedros seré aplicado a restri¢do, e o restante dos dados constantes
nesta linha sdo originados do arquivo PDB, informados no comando que da inicio ao workflow
apos a minimizacao de energia. A linha 3 informa o nimero de sequéncia do residuo, o nome e

0 angulo para aplicacdo da restrigéo.

Com os resultados extraidos da minimizacéo de energia o workflow gera um arquivo no

formato Diana. A Figura 36, mostra uma linha extraida desse arquivo.

3 ASP OMEGA 165.641200 165.641200

Figura 36 — Trecho extraido do arquivo gerado da minimizacao de energia.



90

A primeira informac&o indica o nimero do residuo (“3”); a sigla ASP representa 0 nome
do aminoacido, composto por trés letras; a palavia OMEGA indica o angulo diedro e os dois
ultimos dados com os numeros “165.641200” indica valores dos angulos diedros. Os valores
dos angulos do arquivo Diana sdo parte das informacdes que compde o0 arquivo de restricdo

destacadas em amarelo na Figura 36 e Figura 34 (linha 2).

E por ultimo, apresenta a composicdo das restricdes (linhas 4, 5 e 6). Para gerar 0s
angulos de restri¢bes (rl, r2, r3 e r4) é utilizado um modulo do AMBER 14 denominado
“Make ANG _RST”. Este modulo recebe o arquivo Diana para gerar as restricdes de cada
angulo. Como resultado obtém-se todos os angulos de rl1, r2, r3 e r4. Para os angulos rl e r4
esta sendo aplicada uma flexibilidade para as tor¢des, isso serd sempre executado em todos 0s

angulos como mostra a Figura 37.

\ /
\ /
\ /
¥l r2 3 r4

igu - igu i i i . -se 3

Figura 37 — Nesta figura as barras “\” e “/” representam os diedros inferiores, o “.” refere-se a
xibili angulo di angu u i icao.

flexibilidade do angulo diedro e 0 “_” corresponde ao 4ngulo em que se aplica a restricio

Com este arquivo completo de restricbes de angulos diedros é possivel estabelecer as
restricdes da seguinte forma. O programa DSSP (Database of Secondary Struture in Proteins)
identifica as conformacg6es como hélices-alfas ou fitas-betas detectadas pelo CReF. Séo entéo
adicionadas as restrices nessas helices-alfas e fitas-betas para que durante a dindmica
molecular ndo ocorram alteracbes em suas conformagdes, como por exemplo, deixar de ter
aspecto e conformacdo de hélice, pois caso isso ocorra, mudaria completamente a topologia da

proteina, mas cada residuo pode mudar suas coordenadas X, y € z no espaco.

6.4.4  Etapa 4: Execucao do refinamento

Ap0s concluir o processo de criagdo de todos os arquivos realizados nas etapas 2 e 3, é

gerado pelo workflow o arquivo “make_all_about _mdgb.executable.py” que dara inicio a
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dindmica molecular. A Figura 38 ilustra o processo dessa etapa.

Arquivos da fase de Arquivos da fase de )
aquecimento produgéo Arquivo

make_all_about_

P| dgb.executable.py

Arquivos de
restrigoes

I
I
v

Figura 38 — Processo de execu¢do do refinamento da etapa 4.

Esse arquivo automatizara todas as execucdes de shell scripts do processo de
refinamento utilizando os arquivos gerados nas etapas anteriores. A execucdo de todo o
processo de refinamento agora é executada com apenas a chamada em uma Unica linha deste
arquivo gerado, tornando o processo mais rapido e diminuindo a probabilidade de erros gerados

pelo usuario.

r

O arquivo “make_all_about_mdgb.executable.py” é executado pelo usuario permitindo
gue o mesmo tenha a possibilidade de editar qualquer arquivo gerado pelo workflow antes do

processo de execucado do refinamento, como por exemplo, o arquivo de restrigdes.

O arquivo de execucdo é composto por todos comandos em shell scripts necessarios
para a execuc¢do da dindmica molecular. A Figura 39, apresenta-se uma linha desse arquivo para
exemplificar uma das chamadas que foi automatizada pelo workflow. Neste caso, esta sendo

executado um dos arquivos gerados na fase de produgao.

mpirun -np %d sander.MPI -O -i "%s/mdgb00017_production_phase_45000ps_to_50000ps.in

Figura 39 - Linha de comando em shell script extraida do arquivo de execucio
“make_all_about _mdgb.executable.py”.

Para execucdo dos arquivos € utilizado o shell script que inicia com o comando
“mpirun”. Este comando determina qual o tipo de maquina e a quantidade de nucleos de
processadores que serdo utilizados para execuc¢do do arquivo. Apoés é informado no parametro

“-np”, que inicia o workflow, o nimero de nucleos a serem utilizados pela dindmica molecular.
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Por Gltimo, segue a execugdo do MPI do Sander com a chamada de um dos arquivos da fase de

producéo através do parametro “-i”.

A conformacdo da trajetdria da dinamica molecular com a RMSD mais aproximada a
experimental é extraida automaticamente através do workflow de refinamento com a execucéo

do arquivo “make_all about mdgb.executable.py”.

6.4.5 Etapa5: Arquivos de analise de resultados

Tendo concluido o processo da dindmica molecular (etapa 4) executada pelo Sander do
AMBER 14, é possivel obter-se varios resultados para posterior analise. A Figura 40 mostra o

processo da etapa 5.

Arquivos de Arquivo PDB da

trajetéria

estrutura refinada

T
v R

Arquivo para
visualizagao no Arquivo de log

Ramachadran

Figura 40 — Processo de execu¢do do refinamento da etapa 5.

Para facilitar a visualizacdo desses resultados, desenvolveu-se uma interface web,

separando cada conjunto de arquivos, descrita no Capitulo 6.

Neste capitulo apresentam-se todos os arquivos de resultados, obtidos apds a proteina
alvo ser submetida ao protocolo de refinamento do workflow, e as formas de analise disponiveis
para usuario. Os resultados deste estudo de caso serdo apresentados no Capitulo 7.1.2, sendo
que neste sera apresentado apenas os diferentes tipos de resultados para cada experimento

submetido ao protocolo de refinamento.

6.4.5.1 Gréfico de Ramachandran

Um dos arquivos de resultados gerado, por exemplo, o arquivo no formato PDB refinado
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da proteina alvo, contém o resultado do calculo da melhor RMSD (desvio médio quadrético)
em relacdo a conformacdo experimental e a trajetoria interna da dindmica molecular (cada
frame da trajetdria). Isto €, o frame da dinamica molecular que obtiver menor RMSD em relagéo
a todas as conformacfes experimentais oriundas do arquivo PDB é extraido da trajetoria
concatenando com a estrutura experimental e a predita do CReF, que deu inicio a dindmica
molecular em um Unico arquivo PDB, e este é enviado para o programa PROCHECK para

geracdo dos graficos de Ramachandran.

Com isso tem-se como resultado os dados indicativos de quantidades de residuos
populados nas regides das hélices-alfas e folhas-betas, caso tenha, indicando se existe residuos
habitando regides desfavoraveis. Todos esses indicativos sdo possiveis para analises, através da
geracdo do mapa de Ramachandran, indicando se possui uma tendéncia ao polipeptidio ser

desfavoravelmente enovelado.

Pode-se também analisar, se com o refinamento o polipeptidio teve uma melhor
abrangéncia nas regides do mapa em relacdo ao ndo refinado. Os resultados obtidos s&o sempre

comparados em relacdo a conformacao experimental mais aproximada ao da trajetdria.

Esta comparacdo busca o melhor frame da trajetoria da dinamica molecular com todos
0s arquivos experimentais que serdo utilizados para os célculos da RMSD, com cada
conformagdo experimental constante no arquivo do PDB. O célculo da RMSD, é executado
automaticamente pelo programa Ptraj do AMBER 14.

6.4.5.2  Visualizacdo da trajetoria da Dinamica Molecular

Outros arquivos gerados para analise, tais como as estruturas polipeptidicas de
alca/volta, hélices-alfas, folhas-betas, sdo 0s arquivos como “prmtop ” (pard@metros da topologia
da molécula) e o “crd” (indicam os frames da trajetoria). Com estes dois arquivos é possivel
visualizar artificialmente via software VMD (Visual Molecular Dynamics), toda a trajetoria da
dindmica molecular gerada. O VMD é um programa de visualizagdo molecular para
demonstracdo, animagdo e analise de sistemas de macromoléculas usando gréficos 3D
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). A animacao permite que o0 usuario acompanhe em um
video, todos 0os movimentos realizados pela proteina durante o refinamento, podendo-se realizar

as analises de cada frame.

Anteriormente os arquivos no formato “crd” eram gerados separadamente de cada passo
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da trajetdria da dindmica molecular, sendo entdo informados um a um ao VMD, para montar
toda a trajetoria artificial da proteina alvo. O workflow desenvolvido facilita ao usuério agrupar
em um unico arquivo todos os arquivos com extensdo “crd” contendo toda a trajetdria da

proteina alvo, facilitando assim a manipulacgéo para a visualizacao da trajetoria.

6.4.5.3 Visualizacao tridimensional das estruturas refinadas

Por Gltimo, resulta o arquivo no formato PDB com a visualizagdo tridimensional da
proteina apds o refinamento, onde é possivel realizar a analise de qualidade comparando-se 0s
resultados entre a estrutura refinada e a experimental. A visualizacdo serd apresentada no
Capitulo 7, dos resultados dos experimentos. Para realizar esta analise, utilizou-se o programa
Pymol, versdo 1.6 (www.pymol.com), que permite a visualizacdo e manipulagédo de estruturas
tridimensionais de proteinas, de moléculas menores, de superficies densas, apresentando a

modelagem em 3D de alta resolucéo e detalhes.

Para facilitar o usuério, apos concluido o refinamento, é gerado pelo workflow, com base
no mesmo método do mapa de Ramachandran, o célculo utilizando o melhor RMSD em relacéo
a estrutura experimental e a trajetéria interna da dinamica molecular. Como resultado é criado
0 arquivo no formato PDB com a estrutura tridimensional, com o frame de melhor refinamento

comparado com a estrutura experimental.

6.4.5.4  Arquivos de Log’s

Todo o processo realizado pelo workflow fica armazenado nos arquivos de log’s que
servirdo para futuras consultas auxiliando na deteccao e correcdo de problemas. Nestes arquivos
sdo armazenados de forma agrupada todos os arquivos gerados nas etapas 2 e 3 separadamente
do processo de refinamento do workflow, assim como todos os comandos executados

automaticamente através do arquivo que inicia a dindmica molecular.

A primeira etapa de armazenamento dos /og’s fica no arquivo onde se tem todas as
informagdes do processo de refinamento como data e valores de entrada para as variaveis

indicadas no comando de entrada do workflow.
Na Gltima etapa é criaodo o restante dos arquivos que sao:

e Um arquivo contendo todos os arquivos gerados de forma agrupada na fase de
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aquecimento.

e Um arquivo contendo todos os arquivos gerados de forma agrupada na fase de

producéo

e Um arquivo contendo todas as restricbes aplicadas para o0 processo de

refinamento.

Dessa forma € possivel reproduzir a mesma dindmica molecular em outro momento.
Porque todos os arquivos e dados necessarios sdo salvos, com isso 0 usuario pode comparar
outras dindmicas ja realizadas entre si como forma de analise e criacdo de novas dindmicas

moleculares.
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7 RESULTADOS: AMBIENTE WEB

Para facilitar a interagéo do usuario com os resultados do workflow, desenvolveu-se uma
interface web que disponibiliza os resultados de forma organizada, dessa maneira ajuda na
visualizacdo da pasta gerada pelo refinamento. Assim, 0 usuario ndo precisa navegar pelas
diversas pastas geradas em seu sistema operacional a procura dos arquivos de resultados. Os

capitulos a seguir descrevem cada interface e suas funcionalidades.

7.1 Interface de Login

Somente usudrios autorizados terdo acesso, para isso, 0 administrador faz o cadastro
identificando-o com um nome e uma senha. Ja cadastrado, o usuario acessa a tela de login
conforme exibe a Figura 41, e faz sua autenticacdo possibilitando visualizar os resultados dos

refinamentos.

LABIO Wiedikewy

Iniciar Segdo

Figura 41 — Tela de Login, onde o usudrio informa nome e senha para ter acesso a tela inicial.

Completada a autenticacao, o usuario € direcionado para a tela inicial do sistema onde

no menu a esquerda, tem todas as opgOes disponiveis para o usuario logado.
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7.2 Telainicial do sistema

A tela inicial apresenta-se conforme mostra a Figura 42, com as opcdes disponiveis de
acordo com o perfil cadastrado pelo administrador a cada usuario. A seguir sera descrita a tela
inicial com todas as opg¢des de navegacdo para o perfil deste usuario.

ADMINISTRAGAO ; —I

: 8
Laboratério de Bioinformatica, Modelagem e Simulagdo de Biossistemas
FACIN - PUCRS

Figura 42 — Tela inicial com os menus disponibilizados para exibicdo, de acordo com o perfil de
cada usuario.

e Menu Lateral — Conforme mostra 0 menu da esquerda, destacado em vermelho, todos os
usuarios terdo acesso & opg¢do de retornar a tela inicial (Home), de navegar pela lista de
refinamentos (Refinamentos) sendo que este ultimo item do menu (Usuarios) sé sera visivel

para usuarios autorizados pelo administrador.

e Menu Superior Direito — O menu superior a direita, destacado em amarelo, disponibiliza
a0 Usudrio editar e/ou alterar seus dados no botao “Perfil” e para encerrar a se¢ao de forma

segura o botdo “Logout”.
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7.3 Modulo de Resultados dos Refinamentos

Este modulo disponibiliza os resultados de todos os refinamentos realizados. Para
acessar este modulo o usuario deve clicar no botdo “Refinamentos”, apds clicar no subitem
“Listagem”, com isso serd exibido todos os resultados dos refinamentos realizados em ordem

alfabética.

A ordenac&o é realizada com base no identificador informado pelo usuario, atraves do
parametro “-id” que identifica o refinamento. A Figura 43 mostra a tela do mddulo de resultados

dos refinamentos.

ADMINISTRAGAO

Listagem de Refinamentos
# Home
(3 Refinamentos Refinamentos
Refinamento Data Agdo
1GPT_P_AB_F6_013 12/10/2015 & @€

1YWJ_P_F4_009 02/09/2015 7 @ €

Figura 43 — Tela com a lista de todos os refinamentos realizados, ordenados pelo “id” que
identifica o refinamento.

Como mostra a Figura 43, a tela exibe uma tabela com a lista ordenada dos refinamentos
dividida em trés colunas. A primeira coluna identifica o “id”, ou seja, o nome definido pelo
usudrio para o refinamento; na segunda, mostra a data em que foi realizado o refinamento a
ultima coluna (Agéo) disponibiliza algumas acdes que podem ser realizadas para cada

refinamento, conforme descritas a seguir:
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e Lapis— A acdo de edicao, representada pelo icone de um lapis, permite ao usuario editar o
nome (“id”) do refinamento caso queira altera-lo. O uso desta acdo sera mais detalhado no
Capitulo 6.4, Mdédulo: Edicdo do Refinamento.

e Circulo Vermelho — Este icone permite que se exclua o refinamento.

e Lupa-— Permite ao usudrio visualizar os detalhes do refinamento com todos os arquivos que
correspondem ao refinamento selecionado. O uso desta acdo serd mais detalhado no
Capitulo 6.5, Mddulo: Detalhes do Refinamento.

7.4 Acdo: Edigcdo do Refinamento (Lé&pis)

A acdo de edicdo, permite ao usuario alterar o nome do refinamento inserido no
comando de inicio do workflow. Ao clicar neste icone sera direcionado para o modulo de edi¢édo

em uma nova tela, Figura 44.

ADMINISTRAGAO

Refinamento
& Home

1 Refinamentos

Novo Nome

Nome Atualr  1GPT_P_AB_F6_013

Novonome:  1GpT P AB F6_013

Enviar

Figura 44 — Tela de edicio para alterar o nome do refinamento.

Nesta tela apresenta 0 nome atual do refinamento e 0 campo onde 0 usuério ird inserir o
novo nome para substituicdo. O campo “Nome Atual” esta informado o nome inserido

anteriormente. Para facilitar a troca do nome ¢ carregado o nome atual dentro do campo “Novo
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Nome”, para caso o usudrio deseje realizar uma pequena alteragdo no nome anterior evitando

ter que reescrever todo 0 nome novamente.

Antes de editar o novo nome, o sistema verifica se ndo existe outro refinamento com o
mesmo nome. Caso esteja disponivel o novo nome, sera efetuada a alteracdo que, apos
realizada, retorna para tela de “Resultado dos Refinamentos”, informando que a troca foi

realizada com sucesso.

7.5 Acao: Detalhes do Refinamento (Lupa)

Esta acdo permite ao usuario acessar todos os arquivos gerados pelo o workflow de um
determinado refinamento. Para acessar este modulo, o usuario deve clicar no icone da lupa na
linha do refinamento escolhido. Com isso, sera direcionado para uma nova tela onde sao listados
todos os arquivos separados por tipos que o identificam dentro do processo de refinamento.
Cada tipo de arquivo esta agrupado em uma mesma tabela, sendo que, a primeira coluna,
informa o0 nome do arquivo, e a segunda coluna, o icone representado por um circulo com uma
seta no centro, para o0 usudrio salvar o arquivo em sua maquina. Essa tela, por listar muitos
arquivos, torna-se muita extensa exigindo o uso da barra de rolagem para visualizar sua
totalidade e, portanto, ndo teria como apresenta-la aqui. Entdo, para facilitar a visualizacéo,

separou-se em partes a sequéncia da tela, conforme descreve-se a seguir:

e Parte 1: Refinamento e Restri¢des — A tela de apresentacdo tem inicio conforme mostra a
Figura 45.

ADMINISTRACAO

Detalhes do Refinamento 1'YWJ P _F4 009

# Home

[} Refinamentos Refinamento
Arquivo Agio

Arquivo PDB de melhor refinamento (s ]

Restrigdes
Arquivo Agdo

D09.RST.dat (2]

Figura 45 — Tela inicial do detalhamento do refinamento selecionado.



101

Na parte superior da tela mostra o nome do refinamento informado pelo usuéario, no caso,
YWJ_P_F4 009, destacado em amarelo, para situar o usuério os detalhes de qual
refinamento esta visualizando.

O quadro destacado em vermelho, Figura 45, é apresentado o melhor refinamento
obtido com base no arquivo experimental e, no quadro em verde, o arquivo de restri¢cdes
utilizados para realizacdo do refinamento. A ordem da apresentacdo desses resultados seré
sempre nesta ordem, conforme mostra a Figura 45, que representa a tela de “Detalhes do

Refinamento”.

Parte 2: Arquivos da fase de aquecimento — Na sequéncia da rolagem da barra, aparece
a listagem com todos os arquivos gerados para a fase de aquecimento, de acordo com 0s
calculos efetuados na Etapa 2 do processo de refinamento. Os arquivos foram nomeados
pelo workflow quando foram gerados com o nome ‘“heating phase”, que indica que o
arquivo é da fase de aquecimento, na sequéncia da sua nomenclatura apresenta o intervalo
de picossegundos de cada arquivo e por Ultimo, a extensdo referente a fase de aquecimento

“.in”, conforme mostra a Figura 46.

Fase de Aguecimento
Arquivo Agio

heating phase Ops to 50ps.in [}

heating phase 50ps to 100ps.in

heating phase 100ps to 150ps.in

heating phase 150ps to 200ps.in

heating phase 200ps to 250ps.in

© © © © ©

heating phase 250ps to 300ps.in

Figura 46 — A sequéncia da Figura 45 apés rolagem da barra, mostra os arquivos da fase de
aquecimento.

Parte 3: arquivos da fase de producdo — Na sequéncia da rolagem da barra, aparece a
listagem com todos os arquivos gerados para a fase de producéo, de acordo com os calculos
efetuados na Etapa 2 do processo de refinamento. Os arquivos foram nomeados pelo

workflow quando foram gerados com o nome “production phase”, que indica que o arquivo
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é da fase de producdo, na sequéncia da sua nomenclatura apresenta o intervalo de
picossegundos de cada arquivo e por ultimo, a extenséo referente a fase de produgao®.in”,

conforme mostra a Figura 47.

Fase de Produgdo

Arquivo

>
o

Bz

o

production phase 300ps to 5000ps.in

©

production phase 5000ps to 10000ps.in
production phase 10000ps to 15000ps.in
production phase 15000ps to 20000ps.in
production phase 20000ps to 25000ps.in
production phase 25000ps to 30000ps.in
production phase 30000ps to 35000ps.in
production phase 35000ps to 40000ps.in

production phase 40000ps to 45000ps.in

© © © 00 ©0 © O© O

production phase 45000ps to 50000ps.in

Figura 47 — A sequéncia da Figura 45 apés rolagem da barra, mostra os arquivos da fase de
producio.

e Parte 4 — Arquivos para visualizacdo artificial da trajetéria: Na sequéncia da rolagem
da barra, aparece a listagem com todos 0s arquivos para a visualizagdo artificial da trajetoria
utilizando o programa VMD. Os arquivos com a extensdo “crd” contém todas as
coordenadas da dindmica molecular e o arquivo de extensdo “prmtop” contém os

parametros da topologia da proteina, conforme mostra a Figura 48.

Visualizagdo Artificial

Arquivo Agdo

1YWJ P F4 009 prmtop 3
1¥WJ P F4 009 00000-50000ps.crd (]
1YWJ P F4 009 3000-45000ps.crd (4]

Figura 48 — A sequéncia da Figura 45 apés rolagem da barra, mostra os arquives para a
visualiza¢ao artificial da trajetéria utilizando o programa VMD.
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e Parte 5 — Arquivos gerados de analise do Prochek: Na sequéncia da rolagem da barra,
aparece a listagem com todos os arquivos gerados de analise do Prochek, conforme mostra
a Figura 49. Todos 0s arquivos com a extensdo “ps” contém diferentes tipos de anélises do
refinamento utilizando o mapa de Ramachandran. O mapa de Raamachandran com a
distribuicdo dos residuos nas regiGes de hélice-alfa e folha-beta € um desses arquivos,

utilizado nos resultados dos experimentos para comprovar a eficiéncia do refinamento.

Andlise Procheck Refinamento
Arquivo Agdo

1YWJ P F4 00 1.ps

o

1YWJ P F4 00 2.ps
1YWJ P F4 00 3.ps
1YWJ P F4 00 4.ps
1YWJ P F4 00 5.ps
1YWJ P F4 006.ps
1YWJ P F4 007.ps
1YWJ P F4 00 8.ps

1YWJ P F4 00 9.ps

© © © © © © © ©0 ©

1YWJ P F4 00 10.ps

Figura 49 — A sequéncia da Figura 45 apés a ultima rolagem da barra, mostra os arquivos gerados
de analise do Prochek

e Parte 6 — Arquivo de Log: Na sequéncia da ultima rolagem da barra, aparece em um unico

arquivo de log todos os arquivos de log s gerados durante a execugdo do workflow.

Logs
Arquivo Agdo

Logs.log ]

Figura 50 — A sequéncia da Figura 45 apo6s a ultima rolagem da barra, mostra o arquivo gerado
de Log
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7.6 Modulo de Controle de Usuarios

Este mddulo permite, aos administradores, o cadastro de um novo usuario e o controle
de acesso ao ambiente de resultados dos refinamentos gerados pelo o workflow. Para acessar
este modulo, o usuario que possui permissao cadastrada, deve clicar no ultimo botdo no menu
da esquerda “Usuarios”, ap0s clicar no subitem “Controle de Usuérios”, com isso sera exibida

a tela de cadastro e gerenciamento de usuarios ja cadastrados, como mostra a Figura 51.

ADMINISTRAGAO

Cadastro de Usuarios
#

oR

Novo Usudrio

2 Usuarios

Nome Login
E-mail
Senha Confirmar senha

Status Ativo (& Inativo

Permissdes Refinamentos Usuarios

Enviar

Usudrios
Nome E-mail Login Status Agio

Leonardo Leonardo@pucrs.br leonardo Ativo 7@

Figura 51 —Tela de Cadastro de Usuarios.

Como mostra a Figura 51, destacado em vermelho, refere-se ao cadastro de novos
usuarios. Para efetuar o cadastro, deve-se preencher todos os campos solicitados (nome, e-mail,
login, senha e confirmacdo de senha), e no campo “Status”, marcar uma das duas opgoes,
“Ativo”, para usuarios que podem efetuar login e consultar os refinamentos realizados, ou
“Inativo”, aqueles que, mesmo estando cadastrados, ndo terdo acesso. Dessa forma, mantém-se
0 cadastro de todos os envolvidos, mesmo usuarios que por algum motivo ndo estejam
utilizando o ambiente de resultados no momento, mas que, futuramente, venham utiliza-lo
novamente. Se fosse excluido, teria que cadastra-lo novamente, dessa maneira basta sé ativa-lo

da opgdo “Status”.

E por ultimo, tem-se a op¢do das permissdes do usuario, onde serd marcado todos os

itens do menu que ele podera acessar.
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Na parte inferior da tela, destacado em verde, aparece a tabela com a listagem dos
usuarios cadastrados e alguns dos seus dados como nome, e-mail e login. A ultima coluna da
tabela tem a opcéo para o administrador de alterar os dados cadastrados ou excluir cada usuario

apresentado na listagem.
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8 RESULTADOS: EXPERIMENTOS UTILIZANDO O MODELO DE WORKFLOW

Este capitulo tem por objetivo descrever os resultados dos experimentos realizados com
o modelo de workflow desenvolvido, para desta forma validar a eficiéncia do processo
demonstrando que os resultados foram muito satisfatérios. Para realizacdo dos experimentos
utilizou-se um conjunto de trés proteinas com caracteristicas diferentes e com refinamentos ja
conhecidos. Assim, comprovou-se que, apos submeter estas mesmas proteinas ao refinamento
automatizado do modelo de workflow, foram obtidos os mesmos resultados do experimento

executado de forma manual.

8.1.1 Definicdo do conjunto de proteinas utilizadas

No intuito de aprimorar e conseguir alcancar um bom refinamento, foi definido um
conjunto de trés proteinas para teste. A escolha desse conjunto tomou por base artigos que
descreviam a realizag&o de testes de refinamento bem-sucedidos. Além de considerar proteinas
ja utilizadas em testes, foram selecionadas aquelas com diferentes classes estruturais (o, B € af3)

e com menos de 53 residuos. As proteinas selecionadas foram:

e 1GAB: Cadeia A da proteina PAB (Escherichia coli), determinada por NMR,
considerada proteina pequena (53 aminoécidos) classe SCOP a, (Johansson et

al.,1997);

e 1YW.J: Estrutura do dominio FBPWW1 (Homo sapiens), determinada por NMR,
considerada proteina pequena (28 aminoacidos), classe SCOP 3, (Pires et al., 2005).

e 1GPT: Estrutura em solugéo das tioninas gama 1-H e gama 1-P de cevada (Hordeum
vulgare) e endosperma de trigo determinada por 1H-NMR: um motivo estrutural
comum a proteinas toxicas de artropodes. Determinada por NMR, considerada
proteina pequena (47 aminoacidos), classe SCOP pequenas proteinas (afy), (Bruix et
al., 1993).
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8.1.2  Experimento 1: Refinamento da Proteina 1GAB

Para este experimento foi realizado o refinamento da proteina cujo o codigo PDB é
1GAB, composta 53 residuos de aminoacidos, tendo uma cadeia tripla de hélices-a e
interligadas por suas alcas e voltas correspondentes. Sua estrutura 3D foi obtida

experimentalmente através de ressonancia magnética nuclear (NMR).

Para formar o comando de execucdo da dindmica molecular, foram utilizados 0s
arquivos da predicdo da estrutura 3D aproximada gerada pelo método CReF, da estrutura
experimental, das restricdes, o arquivo com a informacdo do raio de corte, 0 parametro de

duracdo da dindmica molecular e o “id” do refinamento.

Ap0s iniciar a dindmica molecular é executada a minimizagdo de energia com 500
passos de tempo, com o proposito de relaxar distor¢des nas ligacGes quimicas, nos angulos entre

ligacGes e nos contatos de van der Waals.

A seguir, sdo executadas as fases de aquecimento e producdo. Na fase de aquecimento
a temperatura foi aumentada gradativamente em 50 K a cada arquivo gerado, até atingir a

temperatura final definida de 325 K, e o tempo total de duracdo de 30.000ps.

Na fase de producdo é mantida a temperatura final da fase de aquecimento para a
execuc¢do da dinamica molecular sendo utilizado o tempo total de duracdo de 50.000ps, que nas
duas fases foi aplicado um passo de tempo de integracéo de 0.002ps.

Para o arquivo referente ao raio de corte foi informado o valor de 8,6 Angstroms, que
especifica 0 ponto de corte de atomos nédo ligantes. O solvente foi tratado implicitamente
utilizando Ge]neralized Born, que reduz o custo computacional, e por Gltimo foi utilizado o
arquivo modelo para indicacdo das restricbes dos angulos diedros, onde séo aplicadas as

restricdes nas hélices-a .

Com a configuracgdo e criacdo dos arquivos conforme descritos, a proteina alvo 1GAB

é entdo submetida as etapas do refinamento obtendo-se os resultados apresentados a seguir.

O primeiro resultado a ser avaliado € para identificar o quanto proximo € a semelhanca
da proteina alvo 1GAB refinada com a conformacédo experimental. Os arquivos no formato
PDB da conformacéo refinada e da experimental foram submetidos ao programa Pymol, para
gerar as duas conformagdes tridimensionais. Desta maneira é possivel comparar as duas

conformacBes que foram alinhadas, paralelamente, de modo que, a cor rosa representa a
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conformacéo refinada e, a azul, a experimental, conforme mostra a Figura 52.

Predicéo do Estrutura Refinada Estrutura
CReF Experimental
C-terminal .
e Gtz C-terminal
( )
% - i oy
(& ‘7}"\"“
€
L
>
- ¢ 4 N-terminal N-terminal
>y
N-terminal
C-terminal /
C-termingl C-terminal 7~
B ) ~
A ED
/ X' ,J
r . €,
> o N-terminal N-terminal

N-terminal

Figura 52 — A sequéncia de imagens (letra A) representa trés perspectivas da estrutura da proteina
1GAB, onde em amarelo indica a predicao inicial do CReF, rosa o seu refinamento e em azul sua
estrutura experimental. A sequéncia de imagens (letra B) representa trés perspectivas diferentes
da letra A. Em todas as estruturas utiliza-se do “C-terminal” e “N-terminal” para mostrar o
movimento realizado em cada perspectiva.

Observa-se que esta simulacdo teve seu inicio com uma estrutura predita pelo método
CReF e ndo com uma conformacéo ja refinada. Conforme mostra a Figura 52, visualizada em
varias perspectivas (A e B) observa-se claramente que a proteina alvo 1GAB com a melhor
conformacao refinada a partir do passo de tempo 4,85ps, tem sua simililaridade muito proxima
da conformacéo experimental. Com base nas restricGes aplicadas, todas as hélices-a foram

mantidas e suas al¢as/voltas estdo muito semelhantes com a da conformagéo experimental.

Tambeém realizou-se outra analise para avaliar a qualidade do modelo gerado, para isso
utilizou-se do mapa de Ramachamdran o qual fornece informagdes acerca da qualidade do
arranjo estrutural, através da analise esterioquimica da estrutura experimental (Figura 53), a

estrutura predita pelo CReF (Figura 54) e a estrutura refinada (Figura 55).

Os mapas representados nas figuras que seguem, ratificam o resultado satisfatorio do
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refinamento da proteina alvo 1GAB através do modelo de workflow usado.
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Figura 53 — Mapa de Ramachandran da estrutura experimental, com 36 residuos em regides mais
favoraveis (A, B e L) contabilizando 72%, com 12 residuos em regioes permitidas (a,b,L,p)
contabilizando 24%, com 2 residuos em regido ainda aceitavel (~a,~b,~,~p) contabilizando 4% e
nenhum residuo em regioes niao permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da contabilizacio
dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 53 residuos.
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Figura 54 — Mapa de Ramachandran da estrutura predita pelo CReF, com 45 residuos em regioes
mais favoraveis (A, B e L) contabilizando 90%, com 5 residuos em regides permitidas (a,b,l,p)
contabilizando 10%, com nenhum residuo em regiao ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p) contabilizando
0% e nenhum residuo em regiées nao permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da
contabilizacao dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 53 residuos.
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Figura 55 — Mapa de Ramachandran da estrutura refinada, com 47 residuos em regioes mais
favoraveis (A, B e L) contabilizando 94%, com 3 residuos em regides permitidas (a,b,l,p)
contabilizando 6%, com nenhum residuo em regiio ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p) contabilizando
0% e nenhum residuo em regides nio permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da
contabilizacio dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 53 residuos.

Desta forma, é possivel confirmar a partir dos mapas de Ramachandran anteriores, que,
apos o refinamento da estrutura alvo 1GAB, obteve-se uma grande quantidade de pontos nas
regides mais favoraveis (A, B e L) comparado com a estrutura predita pelo CReF e, de uma
forma geral, a estrutura refinada, ocupou as mesmas regioes do mapa da estrutura experimental,

com maior quantidade de residuos em regides mais favoraveis.

Com base na imagem gerada do refinamento comparada com a experimental e nos
mapas de Ramachandran, conclui-se que, a proteina ap6s ser submetida ao workflow de

refinamento realizou o refinamento com base na predi¢édo do CReF.

8.1.3  Experimento 2: Refinamento da Proteina 1YWJ

Para este experimento, foi realizado o refinamento da proteina cujo o codigo PDB é
1YWJ, composta 28 residuos de aminodcidos, tendo uma cadeia tripla de trés folhas-f
antiparalelas e interligadas por suas algas e voltas correspondentes. Sua estrutura 3D foi obtida
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experimentalmente através de ressonancia magnética nuclear (NMR).

Para formar o comando de execucdo da dindmica molecular, foram utilizados 0s
arquivos da predicdo da estrutura 3D aproximada gerada pelo método CReF, da estrutura
experimental, das restricdes, o arquivo com a informacdo do raio de corte, 0 parametro de

duragdo da dinamica molecular ¢ o “id” do refinamento.

Apos iniciar a dindmica molecular é executada a minimizacdo de energia com 500
passos de tempo, com o proposito de relaxar distor¢des nas ligagdes quimicas, nos angulos entre

ligacGes e nos contatos de VVan der Waals.

A seguir, sdo executadas as fases de aquecimento e producdo. Na fase de aquecimento
a temperatura foi aumentada gradativamente em 50 K a cada arquivo gerado, até atingir a

temperatura final definida de 300 K, e o tempo total de duracdo de 50.000ps.

Na fase de producdo é mantida a temperatura final da fase de aquecimento para a
execucdo da dinamica molecular, sendo utilizado o tempo total de duracdo de 50.000ps, que
nas duas fases, foi aplicado um passo de tempo de integragéo de 0.002ps.

Para o arquivo referente ao raio de corte foi informado o valor de 8,3 Angstroms, que
especifica o ponto de corte de atomos nédo ligantes. O solvente foi tratado implicitamente
utilizando Generalized Born, que reduz o custo computacional, e, por ultimo, foi utilizado o
arquivo modelo para indicacdo das restricdes dos angulos diedros, onde séo aplicadas as
restricdes apenas nas folhas f.

Com a configuracdo e cria¢do dos arquivos conforme descritos, a proteina alvo 1YWJ

é entdo submetida as etapas do refinamento obtendo-se os resultados apresentados a seguir.

O primeiro resultado a ser avaliado € para identificar o quanto proximo € a semelhanca
da proteina alvo 1YWJ refinada com a conformacéo experimental. Os arquivos no formato PDB
da conformacéo refinada e da experimental foram submetidos ao programa Pymol, para gerar
as duas conformacBes tridimensionais. Desta maneira, é possivel comparar as duas
conformacbes que foram alinhadas paralelamente de modo que a cor rosa representa a

conformacao refinada e a azul a experimental, conforme mostra a Figura 56.
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Figura 56 — A sequéncia de imagens (letra A) representa trés perspectivas da estrutura da proteina
1YWJ, onde em amarelo indica a predicao inicial do CReF, rosa o seu refinamento e em azul sua
estrutura experimental. A sequéncia de imagens (letra B) representa trés perspectivas diferentes
da letra A. Em todas as estruturas utiliza-se do “C-terminal” e “N-terminal” para mostrar o
movimento realizado em cada perspectiva.

Observa-se que, esta simulacéo, teve seu inicio com uma estrutura predita pelo método
CReF e ndo com uma conformacdo ja refinada. Conforme mostra a Figura 56, visualizada em
varias perspectivas (A e B) observa-se claramente que a proteina alvo 1YWJ com a melhor
conformacao refinada a partir do passo de tempo 11,31ps, tem sua simililaridade muito proxima
da conformacdo experimental. Com base nas restricdes aplicadas, todas as folhas-p foram

mantidas e suas algas/voltas estdo muito semelhantes com a da conformacéo experimental.

Também realizou-se outra analise para avaliar a qualidade do modelo gerado, para isso,
utilizou-se do mapa de Ramachamdran, o qual fornece informagdes acerca da qualidade do
arranjo estrutural, através da analise esterioquimica da estrutura experimental (Figura 57), a

estrutura predita pelo CReF (Figura 58) e a estrutura refinada (Figura 59).

Os mapas representados nas figuras a seguir, ratificam o resultado satisfatorio do

refinamento da proteina alvo 1YWJ através do modelo de workflow usado.
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Figura 57 — Mapa de Ramachandran da estrutura experimental, com 21 residuos em regides mais
favoraveis (A,B e L) contabilizando 87.5%, com 2 residuos em regioes permitidas (a,b,l,p)
contabilizando 8.3%, com 1 residuos em regiao ainda aceitavel (~a,~b,~1,~p) contabilizando 4.2%
e nenhum residuo em regides nio permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da

contabilizacio dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 28 residuos.
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Figura 58 — Mapa de Ramachandran da estrutura predita pelo CReF, com 21 residuos em regides
mais favoraveis (A, B e L) contabilizando 87.5%, com 2 residuos em regides permitidas (a,b,Lp)
contabilizando 8.3%, com 1 residuos em regido ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p) contabilizando 4.2%
e nenhum residuo em regides niao permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da

contabilizacao dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 28 residuos.
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Figura 59 — Mapa de Ramachandran da estrutura refinada, com 23 residuos em regioes mais
favoraveis (A, B e L) contabilizando 95.8%, com nenhum residuo em regides permitidas (a,b,L,p)
contabilizando 0%, com 1 residuos em regido ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p) contabilizando 4.2% e
nenhum residuo em regides nao permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da contabilizacio
dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 28 residuos.

Desta forma, é possivel confirmar a partir dos mapas de Ramachandran anteriores, que,
apos o refinamento da estrutura alvo 1YWJ, obteve-se uma grande quantidade de pontos nas
regides mais favoraveis (A, B e L) comparado com a estrutura predita pelo CReF e, de uma
forma geral, a estrutura refinada ocupou as mesmas regides do mapa da estrutura experimental,

com maior quantidade de residuos em regides mais favoraveis.

Com base na imagem gerada do refinamento comparada com a experimental e nos
mapas de Ramachandran, conclui-se que, a proteina ap6s ser submetida ao workflow de

refinamento realizou o refinamento com base na predi¢édo do CReF.

8.1.4  Experimento 3: Refinamento da Proteina 1GPT

Para este experimento foi realizado o refinamento da proteina cujo o cddigo PDB é
1GPT, composta 36 residuos de aminoacidos, tendo uma hélice o, uma cadeia tripla de folhas-
B e interligadas por suas alcas e voltas correspondente. Sua estrutura 3D foi obtida

experimentalmente através de ressonancia magnética nuclear (NMR).
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Para formar o comando de execucdo da dinamica molecular, foram utilizados 0s
arquivos da predicdo da estrutura 3D aproximada gerada pelo método CReF, da estrutura
experimental, das restricdes, o arquivo com a informacdo do raio de corte, 0 parametro de

duracdo da dindmica molecular e o “id” do refinamento.

Apos iniciar a dindmica molecular é executada a minimizacdo de energia com 500
passos de tempo, com o proposito de relaxar distorgdes nas ligagcGes quimicas, nos angulos entre

ligacGes e nos contatos de van der Waals.

A seguir, sdo executadas as fases de aquecimento e producdo. Na fase de aquecimento,
a temperatura foi aumentada gradativamente em 50 K a cada arquivo gerado, até atingir a
temperatura final definida de 325 K, e o tempo total de duracgdo de 50.000ps.

Na fase de producdo é mantida a temperatura final da fase de aquecimento para a
execucdo da dindamica molecular, sendo utilizado o tempo total de duracdo de 50.000ps, que,

nas duas fases, foi aplicado um passo de tempo de integragéo de 0.002ps.

Para o arquivo referente ao raio de corte, foi informado o valor de 8,3 Angstroms, que
especifica o ponto de corte de atomos ndo ligantes. O solvente foi tratado implicitamente
utilizando Generalized Born, gue reduz o custo computacional, e por Gltimo foi utilizado o
arquivo modelo para indicagdo das restricdes dos angulos diedros, onde s&o aplicadas as
restricdes nas hélices-a e folhas .

Com a configuracéo e criacdo dos arquivos conforme descritos, a proteina alvo 1GPT é

entdo submetida as etapas do refinamento, obtendo-se os resultados apresentados a seguir.

O primeiro resultado a ser avaliado € para identificar o quanto proximo é a semelhanca
da proteina alvo 1GPT refinada com a conformacéo experimental. Os arquivos no formato PDB
da conformacéo refinada e da experimental foram submetidos ao programa Pymol, para gerar
as duas conformacBes tridimensionais. Desta maneira, é possivel comparar as duas
conformacdes que foram alinhadas paralelamente de modo que, a cor rosa representa a

conformacao refinada e, a azul, a experimental, conforme mostra a Figura 60.
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Figura 60 — A sequéncia de imagens (letra A) representa trés perspectivas da estrutura da proteina
1GAB, onde em amarelo indica a predicao inicial do CReF, rosa o seu refinamento e em azul sua
estrutura experimental. A sequéncia de imagens (letra B) representa trés perspectivas diferentes
da letra A. Em todas as estruturas utiliza-se do “C-terminal” e “N-terminal” para mostrar o
movimento realizado em cada perspectiva.

Observa-se, que esta simulacao, teve seu inicio com uma estrutura predita pelo método
CReF e ndo com uma conformacéo ja refinada. Conforme mostra a Figura 60, visualizada em
varias perspectivas (A e B), observa-se claramente que a proteina alvo 1GPT com a melhor
conformacao refinada a partir do passo de tempo 45,56ps, tem sua simililaridade muito proxima
da conformacéo experimental. Com base nas restrigdes aplicadas, todas as hélices-a e folhas-
B foram mantidas e suas algas/voltas estdo muito semelhantes com a da conformacao

experimental.

Também realizou-se outra analise para avaliar a qualidade do modelo gerado, para isso
utilizou-se do mapa de Ramachamdran o qual fornece informagdes acerca da qualidade do
arranjo estrutural, através da analise esterioquimica da estrutura experimental (Figura 61), a

estrutura predita pelo CReF (Figura 62) e a estrutura refinada (Figura 63).

Os mapas representados nas figuras a seguir, ratificam o resultado satisfatorio do



117

refinamento da proteina alvo 1GPT através do modelo de workflow usado.

Psi (degrees)
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Figura 61 — Mapa de Ramachandran da estrutura experimental, com 27 residuos em regides mais
favoraveis (A, B e L) contabilizando 75%, com 8 residuos em regides permitidas (a,b,Lp)
contabilizando 22.2%, com 1 residuos em regiao ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p) contabilizando 2,8%
e nenhum residuo em regides nio permitidas contabilizando 0%. Foram excluidas da
contabilizacido dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 47 residuos.
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Figura 62 — Mapa de Ramachandran da estrutura predita pelo CReF, com 26 residuos em regioes
mais favoraveis (A, B e L) contabilizando 72.2%, com 10 residuos em regides permitidas (a,b,L,p)
contabilizando 27.8%, com nenhum residuo em regiio ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p)
contabilizando 0% e nenhum residuo em regides nio permitidas contabilizando 0%. Foram
excluidas da contabilizacdo dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 47
residuos.
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Figura 63 — Mapa de Ramachandran da estrutura refinada, com 30 residuos em regides mais
favoraveis (A, B e L) contabilizando 83.3%, com 6 residuos em regides permitidas (a,b,L,p)
contabilizando 16.7%, com nenhum residuo em regiio ainda aceitavel (~a,~b,~l,~p)
contabilizando 0% e nenhum residuo em regioes nao permitidas contabilizando 0%. Foram
excluidas da contabilizacdo dos residuos de glicina e a prolina, com eles totalizariam os 47
residuos.

Desta forma é possivel confirmar a partir dos mapas de Ramachandran anteriores, que
apos o refinamento da estrutura alvo 1GPT obteve-se uma grande quantidade de pontos nas
regides mais favoraveis (A, B e L) comparado com a estrutura predita pelo CReF e, de uma
forma geral a estrutura refinada ocupou as mesmas regifes do mapa da estrutura experimental,

com maior quantidade de residuos em regides mais favoraveis.

Com base na imagem gerada do refinamento comparada com a experimental e nos
mapas de Ramachandran, conclui-se que, a proteina ap6s ser submetida ao workflow de

refinamento realizou o refinamento com base na predi¢édo do CReF.
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9 CONSIDERACOES FINAIS E DISCUSSOES

O compartilhamento de dados, analises e recursos computacionais tem se tornado cada
dia mais comum entre os grupos de pesquisas do meio cientifico. Os recursos computacionais,
aplicados as atividades da pesquisa cientifica, possibilitam a colaboragdo entre os usuarios,
permitindo que eles se preocupem apenas com as atividades de pesquisa, sem se importar como

as informagdes sdo armazenadas ou outro tipo de problema para executar suas tarefas.

O uso de experimentacao apoiada por computacdo é uma realidade e, a simulagao por
workflows cientificos, é importante na obtencdo de resultados que possam contribuir para a
criacdo da base de conhecimento com resultados mais precisos. Sendo assim, configura-se que
é fundamental o uso de abordagem que permita ao pesquisador documentar e gerar estes estudos
experimentais de forma organizada e correta. Um workflow representa 0s processos

experimentais cientificos.

Com o intuito de contribuir nesta area, surgiu a possibilidade de melhorar os resultados da
predicdo 3D aproximada de proteinas geradas pelo método CReF. Para que isso fosse possivel, foi
utilizado o método de refinamento de proteinas, que tinha esse processo realizado manualmente,

apresentando com isso dificuldades na usabilidade e execucéo do refinamento.

Os resultados aqui apresentados sdo decorrentes da experimentacdo computacional,
envolvendo a proteina 1GAB (53 residuos), que foi escolhida como um estudo de caso, e as
proteinas 1YWJ (28 residuos) e 1GPT (47 residuos) para completar os testes de funcionalidade

do modelo de workflow desenvolvido.

Estes demonstraram que o workflow executa corretamente o refinamento dos diferentes
experimentos, de maneira simples e eficiente. Se o0s experimentos fossem realizados
manualmente em shell scripts, ocasionaria ao usuario uma grande limitacdo na quantidade de
experimentos que poderiam ser realizados, e teriam sidos executados de maneira bem mais lenta
e complicada. Dessa forma, haveria a possibilidade de seus resultados ndo ter um final
satisfatorio, devido a erros que o usuario poderia cometer durante o processo de refinamento se

feito de forma manual.

Com a utilizagdo do modelo desenvolvido, esse processo pode ser executado de forma
mais simples, onde a tarefa de cada uma das etapas ocorre em tempo de execucdo e ndo ha a
necessidade da manipulagéo dos shell scripts, com isso, 0 usuério abandona a execu¢do manual

dos experimentos do processo de refinamento e aplica a abordagem de workflows cientificos.
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A interface web desenvolvida para a anélise dos resultados simplificou muito o trabalho dos
usuarios, que antes precisavam ir no diretorio do seu sistema operacional e abrir cada diretdrio

para visualizar os arquivos de resultados.

O Quadro 3 mostra como era o0 processo realizado de forma manual e apds, ser

automatizado.

Quadro 3 —Quadro comparativo do processo manual com o workflow desenvolvido

Manual

Workflow

Entrada de dados

Executada atraveés da linha de
comando, onde informam-se
todos 0s parametros
separadamente, sem nenhum
arquivo ou mecanismo de
auxilio, que facilite a
insercdo dos parametros de
entrada da dinamica
molecular.

Executada através da linha de
comando, com o auxilio de
arquivos modelos, de facil
entendimento para o0 usuario,
facilitando a insercdo dos
parametros de entrada da
dindmica molecular.

Criacéo dos arquivos da
fase de aquecimento

Executada de forma manual
com ou sem auxilio de um
arquivo modelo.

Executada de forma
totalmente automatizada. A
criagdlo dos arquivos é
realizada com base nos
pardmetros de entrada do
workflow.

Criagéo dos arquivos da
fase de producao

Executada de forma manual
com ou sem auxilio de um
arquivo modelo.

Executada de forma
totalmente automatizada. A
criagdo dos arquivos é
realizada com base nos
parametros de entrada do
workflow.

Criagéo do arquivo de
restricoes

Executada de forma manual
com ou sem auxilio de um
arquivo modelo.

Executada de forma
totalmente automatizada. A
criagdo do arquivo tem como
base, as informagdes
inseridas no aquivo modelo,
informado no comando de
entrada do workflow.

Execucéo da dinamica
molecular

O usuario executa de forma
manual todos os comandos
necessarios, do inicio ao fim,
para realizacdo do processo
de dindmica molecular.

Executada de forma
semiautomatica. Apo6s o0
usuario conferir 0s arquivos
gerados, basta que se
execute, um arquivo que
contém todos os comandos
necessarios, do inicio ao fim,
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para realizacdo da dindmica

molecular.
Os resultados sdo gerados em | Os resultados séo
Vvarios arquivos, sendo estes, | organizados em diferentes
organizados pelo usuario. pastas, de acordo com suas
Arquivos de Resultados funcbes dentro do processo

de refinamento. Além da
utilizacdo da pagina web que
facilita o acesso pelo usuario.

Se 0 usuario ndo manter uma | S&0 armazenadas todas as
organizacdo, do que esta | informacBes necessarias para
sendo executado em cada | reproducdo do  mesmo
momento, ndo  haverdo | processo de refinamento em
registros de log’s. outro momento.

Criacéo dos arquivos de
Log’s

Durante a pesquisa, encontrou-se outros trabalhos que se utilizam de workflows
cientificos com o objetivo de melhorar os resultados na area da bioinformatica, visto que 0s
experimentos em geral, sdo complexos de serem realizados por requererem uma grande
quantidade de execucfes e encadeamentos de programas. Percebeu-se, também que alguns
deles ndo possuem log’s para guardar as etapas da execucao, porém na revisdo tradicional da
literatura técnica, ndo foi possivel identificar uma abordagem de concep¢do de workflow

cientifico para o refinamento de proteinas.

O trabalho desenvolvido por Machado et al., (2007) assim como o modelo de workflow
cientifico desenvolvido, é executado através de etapas e buscam apoiar computacionalmente
para a realizacdo dos experimentos, para automatizar o processo de execu¢do dos mesmos.
Antes, execucdes desse tipo no LABIO, eram manuais ou com o auxilio de scripts basicos, que
necessitavam serem modificados a cada execucdo de diferentes experimentos de docagem
molecular. No método desenvolvido por Machado (2011) para a predi¢do da conformacéo e da
energia envolvida na interagdo entre ligantes e suas proteinas-alvo ou receptores, um dos
maiores problemas era o tempo necessario para executa-lo tendo desenvolvido um método com
0 objetivo de contribuir para a selecdo de conformacdes do receptor de forma a acelerar a
execucdo dos experimentos, assim como o modelo de workflow desse trabalho, também

objetivou a reducdo do tempo de execucdo dos experimentos da predicao de proteinas.

No contexto de experimentos cientificos computacionais ndo foi encontrado uma
solucdo de apoio a execucdo automaética e interativa de um workflow cientifico para o

refinamento de proteinas. Justifica-se por ndo se ter usado sistemas gerenciadores de workflow
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para geraracdo automatica de refinamento como o Kepler e Taverna, estudados aqui, por estes
n&o oferecerem compatibilidade com outros sistemas e ferramentas do LABIO.

Outro motivo por ndo fazer-se uso de sistemas gerenciadores, deve-se a quantidade de
recursos que 0s mesmos apresentam e que nao seriam utilizados, o que geraria, em algum
momento uma perda de desempenho no tempo de processamento durante a realizagcdo do
processo de refinamento. O modelo de workflow desenvolvido contempla o necessério para

realizar o processo de refinamento da predicao de estrutura realizada pelo método CReF.

Os experimentos foram realizados em dois computadores com configuracdes distintas,

conforme segue:

1. — Intel Core i5-430M processor 2.26GHz with Turbo Boost Technology up to
2.53 GHz).
— Memodria: 4 GB of SDRAM DDR3 D at 1600 MHz.
— HD: 320GB Hard Disk, SATA (7200 RPM).
— Versdo do software: AMBER 14.

— Sistema operacional: Ubuntu / Linux.

2. — Processador: Intel® Processor Core™ i7-3770 (3.4GHz to 3.9GHz with
Turbo Boost 2.0, 8 Threads, 8Mb Cache).
— Memoéria: 16 GB of SDRAM DDR3 D at 1600 MHz.
— HD: 2TB Hard Disk, SATA 3Gb/s (7200 RPM).
— Verséo do software: AMBER 14.

— Sistema operacional: Ubuntu / Linux

Durante o processo de refinamento realizado com as trés proteinas, utilizando o modelo
de workflow desenvolvido com as configuragcfes de hardware citadas, ficou evidente um ganho
de tempo quatro vezes mais rapido nas execucdes, quando comparado ao processo executado
de forma manual. O tempo do processo manual de preparagéo dos arquivos, o qual ndo se utiliza
de nenhum modelo, depende muito do conhecimento e da habilidade do usuario, dura em torno
de 1 hora ou mais. Utilizando-se o workflow, e conforme as configuraces do hardware da
maquina, leva-se em media dez minutos, para a mesma preparagdo de arquivos. A execucao da
dindmica molecular ndo é contabilizada, porque tempo utilizado serd 0 mesmo para ambos 0s

métodos.

Esta constatagdo do tempo nas execucOes sempre sera diferenciada, pois existem
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variaveis a serem consideradas que influenciam na duracdo do processo completo do
refinamento, como a configuracdo do hardware, o tamanho da proteina, que se for grande e
executada em uma configuracdo baixa, o tempo de execucdo do refinamento serd maior. Este
ganho de tempo foi pressuposto que o usuario, ao executar de forma manual, ndo inseriu
nenhum comando errado ou fora da sequéncia; caso isso ocorra 0 ganho de tempo seria maior.
Pode-se dizer que conseguiu-se diminuir o tempo das execugoes, e que a variagdo desse tempo

depende de fatores externos ao workflow.

Os bhons resultados obtidos durante o desenvolvimento desse trabalho foram fatores

motivadores para considerar que a abordagem foi validada e o seu objetivo alcangado.

9.1 Contribuicbes

As principais contribui¢des desta pesquisa foram:

e Documentacdo da concepcdo do workflow cientifico desenvolvido, composta
por um conjunto de etapas e parametros para que, a partir de uma proteina predita
pelo método CReF, chegar-se ao seu refinamento.

e Execucdo automatizada do processo de refinamento de proteinas através de

parametros, reduzindo consideravelmente o uso de shells scripts.
e Minimizag&o de erros no processo de refinamento.
e Possibilidade de execu¢do de mais experimentos em menos tempo.

e Resultados apresentados em uma interface web, o que facilita a visualizagéo para

as analises.

9.2 Trabalhos Futuros

A considerar pelos resultados motivadores dessa dissertagéo, trabalhos futuros poderéo

abordar os seguintes problemas:

e Execucdo de experimentos utilizando o workflow para outras classes de

proteinas com estruturas mais complexas.

e Integracdo do workflow desenvolvido com o método CReF.
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1. Introducao

1.1. Propdsito

Este documento especifica os requisitos de software que serao utilizados para a
construgcdo do modelo de workflow cientifico para o refinamento da estrutura 3D
aproximada de proteinas, fornecendo aos desenvolvedores as informagdes necessarias
do projeto e sua implementagdo, assim como para a realizacdo dos testes e
homologacao do workflow.

O documento especifica todos os requisitos funcionais e ndo funcionais do
workflow e foi preparado levando-se em conta o protocolo de refinamento de
proteinas.

1.2. Publico Alvo

Este documento se destina aos arquitetos de software, engenheiros de software e
testadores.

1.3. Escopo

Este documento realiza a elicitagdo de requisitos do modelo de workflow cientifico

para o refinamento da estrutura 3D aproximada de proteinas.

1.4 Beneficios esperados do produto

Neste topico serdo apresentados todos os beneficios esperados com a produgdo do

projeto.
NUmero Valor para o cliente
1 Refinamento de uma proteina predita pelo | Essencial
método CReF.
2 Automatizacdo do processo de refinamento de | Importante
proteinas.
Ambiente de visualizacao dos resultados. Importante
4 Economia de tempo no processo de | Importante
refinamento de proteinas.

Péagina 4



Um Modelo de Workflow Cientifico para o Refinamento e®
. ’ [ [ -]
da Estrutura 3D Aproximada de Proteinas <
[ +]
Q
LABIO
Levantamento de Requisitos Versao 1.0, 17/04/2015

1.5 Problema identificado

O protocolo de refinamento realizado manualmente com a utilizacao de shell scripts
ocasiona ao usuario uma limitacdo para realizar uma grande quantidade de
experimentos. Isso ocorre porque a configuracdo manual do protocolo é muito
trabalhosa e envolve peculiaridades no detalhamento da configuragao, principalmente
em residuos de aminoacidos do polipeptideo predito pelo CReF que ira receber
restricées de movimentacdao em angulos diedros. Dessa forma, tém-se problemas para
definir a ordem correta em que as etapas devem ser executadas. E possivel executar
o processo utilizando parametros diferentes, monitorar a execucdao do mesmo, gerar
analises de resultados, o que torna este cenario sujeito a falhas e improdutivo,
especialmente em se tratando de experimentos complexos, que envolvem muitos

programas e grande quantidade de dados.

1.6 Definicoes e Abreviacoes

A correta interpretacdo deste documento exige o conhecimento de algumas

convencgoes e termos especificos, que sdo descritos a seguir.

1.6.1 Definicdes

Nome Valor para o
cliente
Feature Caracteristica principal do sistema FEAT
Scenario Caracteristica secundaria de uma Feature SCE
Requisitos Correspondem a listagem de todas as coisas RF
Funcionais que o sistema deve fazer
Requisitos Nao- | S3o restricdes que se coloca sobre como o NF
Funcionais sistema deve realizar seus requisitos funcionais

1.6.2 Abreviagdes

Abreviacao
AMBER Assisted Model Building with Energy Refinement
CReF Central Residue Fragment-based Method

Pagina 5



Um Modelo de Workflow Cientifico para o Refinamento e®
. ’ [ [ -]
da Estrutura 3D Aproximada de Proteinas <
[ +]
Q
LABIO
Levantamento de Requisitos Versao 1.0, 17/04/2015

1.7 Referéncias
Esta secdo é destinada a descricao das referéncias utilizadas pelo documento, como

por exemplo, URLs e livros. Ver exemplo a seguir:

[1] Marinho, A, ProvManagé: Uma abordagem para gerenciamento de proveniéncia e
monitoramento de workflows cientificos; Proposta de Dissertacdo de Mestrado,
COPPE/UFRJ, 20009.

1.8 Visao geral do documento
e Na secgdo 2 apresenta uma visdo geral do sistema, caracterizando qual é o seu

escopo e descrevendo seus usuarios.
¢ Na secao 3 especifica as restricdes dos requisitos levantados.
¢ Na secao 4 sdao enumerados todos os requisitos funcionais, e

¢ Na secao 5 os nao-funcionais do sistema.
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2. Visao Geral do Produto

Nas ultimas décadas, com o avanco da computacdo, os experimentos cientificos
passaram a utilizar ferramentas computacionais para facilitar a sua execucdo
(Marinho, 2009). Com este cenario a experimentacdo comeca a sofrer uma
transformacgdo, os experimentos passaram a possuir uma grande quantidade de
programas € a sua manipulagao tornou-se mais complexa. O objetivo de facilitar a
abstracdo de um experimento, permitindo que se obtenha uma estruturada de
atividades que visando um determinado resultado, chamados entdao de workflows

cientificos.

Nesse contexto, o principal objetivo desse trabalho consiste no desenvolvimento de
um workflow cientifico que auxilie os pesquisadores (ou usuarios) em tarefas de
experimentos in silico, com intuito de automatizar ao maximo a configuragdo de todos
0s requisitos necessarios do AMBER 14 a fim de realizar o processo de dinamica

molecular, reduzindo-se o tempo necessario de execugdo.

2.1 Descricao dos usuarios

Existem basicamente 3 tipos de usuarios que podem ter acesso as funcionalidades

do sistema:
Numero | Caracteristica Definicao
1 Cientistas, Bioinformatas, Usuario Final
Pesquisadores

2 Pesquisadores Autores do Documento de requisitos e
também pesquisadores da comunidade
cientifica

3 Profissionais da Computagao Programadores, projetistas, designers

que utilizem o Documento de Requisitos
para desenvolver softwares para
Bioinformatica
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3. Restricoes

O proposito desta secdo é apresentar a descrigdo de todas as restricdes de operagao

e propriedades gerais.

3.1 Restricoes de Ambiente

Restricdo 1: Este trabalho necessita de um sistema operacional LINUX para ser
executado.

Restricdo 2: Todos os pacotes de AMBER 14 devem estar instalados
corretamente no sistema operacional LINUX para que sejam executadas todas
as analises de resultados.

Restricao 3: Sistema deve ser desenvolvido na linguagem Python.

Restricoes de Usabilidade
Restricdo 1: O ambiente web desenvolvido para visualizagdo dos resultados

deve levar em consideracdo critérios de usabilidade.

Restricoes de Legais
Restricdo 1: Os produtos desenvolvidos a partir desse documento deverdo estar
de acordo com as leis e regulamentos vigentes na época de seu

desenvolvimento.

Restricoes de Seguranca
Restricdo 1: O projeto desenvolvido deve estar de acordo com questdes de
seguranca e tolerancia a erros, levando-se em consideracdo conforme descritos

os requisitos.
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4.Requisitos Funcionais

Sao descritos os requisitos funcionais do projeto a ser implementado. Para melhor

clareza, as funcionalidades sdo agrupadas e descritas nas subsegdes a seguir.

4.1. RF001 - Refinar Proteina

Neste requisito € realizado o refinamento da proteina predita pelo método CReF.
Este refinamento resume-se basicamente em 5 etapas: construcao do comando inicial,
criagdo dos arquivos, criacdo do arquivo de restricGes, inicio da simulagdo da dindmica
molecular e por fim a analise automatica dos resultados obtidos através da trajetoria

da dindmica molecular.

4.2. RF002 - Login de Acesso

Neste requisito é realizada a autenticacdo do usuario para acesso a interface de
visualizagdo dos resultados do refinamento. Para realizar a autenticagdo serdo

informados o nome de usuario e a senha previamente cadastradas pelo administrador.

4.3. RFO03 - Cadastrar Usuarios

Neste requisito € apresentada uma tela para cadastro de novo usuario para acesso
a interface de visualizagdo de resultados. Para realizar o cadastro de um novo usuario
deve ser informado o nome do usuario, o e-mail, o nome de usuario que sera utilizado
para efetuar o login, a senha de acesso e em quais itens o usuario terd permissao.
Junto com o cadastro sera apresentada a listagem de todos os usuarios ja cadastrados

para que seja possivel alterar seus dados.

4.4. RF004 - Manter Perfil

Neste requisito € apresentada uma tela para o usuario alterar todos os seus dados

cadastrados pelo administrador. Estes dados estdo descritos no RF003.

4.5. RFO0O5 - Listar Resultados

Neste requisito permite ao usuario acessar todos os arquivos gerados pelo workflow

de um determinado refinamento. Os arquivos serdo listados separados por tipos que
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o identificam dentro do processo de refinamento. Cada tipo de arquivo esta agrupado
em uma mesma tabela, sendo que na primeira coluna informa o nome do arquivo e

na segunda coluna o icone representado por um circulo com uma seta no centro, para
0 usuario salvar o arquivo em sua maquina.
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5.Requisitos Nao Funcionais

Descreve os requisitos ndo-funcionais do sistema. Os requisitos sdo descritos nas

proximas subsecoes. Tais como:

5.1 RNFO0O01 - Seguranga

Somente o administrador do sistema ou usuarios previamente autorizados poderdo
realizar configuragdes ou alteragées no método de refinamento, assim como liberar o

acesso ao ambiente de consulta de resultados.

5.2 RNF002 - Desempenho

Requisito essencial ao projeto, embora seja considerado por corresponder a um
fator de qualidade de software. Usudrios da area de bioinformatica tem necessidade

de resultados rapidos em suas pesquisas.

5.3 RNFO0O03 - Usabilidade

Interface web responsavel por apresentar os resultados para o usuario deve
contemplar os critérios minimos de usabilidade facilitado assim a interagcao do usuario

com o ambiente desenvolvido.

5.4 RNFO004 - Confiabilidade

O projeto deve estar disponivel sempre que necessario para o usuario. Por ndo se
tratar de um sistema critico, ndo ha necessidade de que esteja no ar por tempo

integral.

5.5 RNFO0O05 - Padroes

O sistema deve ser desenvolvido em HTML/CSS para o ambiente de visualizagao de
resultados devendo ser compativel com so browsers de mercado, e na linguagem

Python para o desenvolvimento funcional da ferramenta.

5.6 RNFO006 - Operacionais

Como se trata de uma aplicacdo que sera executada através de shell scripts ela
deve ser configurada em um sistema operacional LINUX com o pacote do AMBER 14
instalado corretamente. O hardware para execugdo ird interferir apenas no tempo de
resposta em que o sistema ira processar o refinamento, ndo sendo impedimento de

execucdo em maquinas com menor capacidade de processamento.
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