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RESUMO

As Ligacdes de Hidrogénio (LHs) s&o interagcbes atrativas geralmente estabelecidas
entre um dipolo formado por um atomo altamente eletronegativo (X) e um Hidrogénio
(X--H), como outro atomo eletronegativo (X—H-Y). Tém grande importancia na
formacao das estruturas secundaria e terciaria das proteinas, além de serem
responsaveis por muitas das caracteristicas da agua que tornam a vida possivel.
Devido a importancia das LHs, diversos estudos foram feitos com a intencdo de
entender os principios que regem a sua formacdo e quebra, bem como a sua
influéncia na estruturacdo das biomoléculas. Um dos principais vieses para estudo
das LHs é a abordagem computacional, através da utilizacdo de ferramentas
voltadas para Dinamica Molecular, como o pacote GROMACS, que permite
identificar a formagdo das LHs, mas ndo sua energia. Deste modo, a ferramenta
g_ener_hb foi desenvolvida, apresentando a capacidade de identificar e mensurar as
energias das LHs formadas em sistemas oriundos de simulacdo feita pelo
GROMACS. Contudo, devido ao fato de que sua instalagdo e configuragdo podem
ser desafiadoras para pessoas sem experiéncia com sistemas operacionais Linux,
este trabalho foi executado objetivando facilitar o estudo das LHs, ao produzir uma
plataforma online, baseada no processo de analise das ferramentas g ener _hb e
GROMACS, capaz de analisar a energia das LHs, de forma simples e eficaz. A
plataforma foi desenvolvida utilizando-se o Python como linguagem de programacgao
principal, junto do framework Django, para organizagdo e otimizagcdo do
desenvolvimento web. Utilizou-se ainda o gerenciador de banco de dados SQLite3
para armazenamento dos parametros usados no processamento e dados dos
usuarios. Utilizou-se HTML, CSS e JavaScript no desenvolvimento da interface. As
bibliotecas JS JQuery e NGL foram usadas para interagdo com o servidor, e para
visualizacdo de proteinas, respectivamente. Por fim, a plataforma foi instalada e
configurada em um servidor com o sistema operacional Ubuntu Server 16.04,
utilizando as ferramentas Gunicorn, Nginx e Supervisor, de modo a possibilitar o
acesso pelos usuarios. A plataforma apresentou funcionamento coerente, permitindo
a escolha dos parametros pelo usuario em telas intuitivas, executando o
processamento e retornando os arquivos resultantes.

Palavras-chave: Ligagdes de Hidrogénio. Dindmica Molecular. g_ener_hb.



ABSTRACT

Hydrogen Bonds (HBs) are attractive interactions usually established between a
dipole formed by a highly electronegative atom (X) and a Hydrogen (X--H), with
another electronegative atom (X—H-Y). The HBs are very important in the formation
of the secondary and tertiary structures of proteins and are responsible for many of
the characteristics of water that makes life possible. Due to the importance of HBs,
several studies have been done with the intention of understanding the principles that
govern their formation, as well as their influence on the structure of biomolecules.
One of the main biases for the study of LHs is the computational approach, through
the use of Molecular Dynamics tools, such as the GROMACS package, which allows
the identification of LHs, but not their energy. In this way, the tool g_ener_hb was
developed, presenting the ability to identify and measure the energies of the LHs
formed in systems derived from simulation made by GROMACS. However, due to the
fact that its installation and configuration can be challenging for people with no
experience in Linux operating systems, this work was executed in order to facilitate
the study of LHs by producing an online platform based on the g_ener_hb and
GROMACS tools analysis process , capable of analyzing the energy of the LHs, in a
simple and effective way. The platform was developed using Python as the main
programming language, along with the Django framework, for organizing and
optimizing web development. The SQLite3 database manager was used to store the
parameters of processing and user data. HTML, CSS and JavaScript were used in
the development of the interface. The JS JQuery and NGL libraries were used for
interaction with the server, and for visualizing proteins, respectively. Finally, the
platform was installed and configured on a server with the Ubuntu Server 16.04
operating system, using the Gunicorn, Nginx and Supervisor tools, in order to allow
users access. The platform presented coherent operation, allowing the user to
choose the parameters in intuitive screens, executing the processing and returning
the resulting files.

Keywords: Hydrogen Bonds. Molecular Dynamics. g_ener_hb.
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1 INTRODUGAO

1.1 Ligagoes de Hidrogénio

As ligacdes de hidrogénio (LHs) tém sido referenciadas na literatura desde o
inicio do século XX, em trabalhos como os de Werner (1902) e Pfeiffer (1913), que
se utilizaram dos termos Nebervalens (Do alemao, valéncia fraca ou secundaria) e
Innere Komplexsalzbildung (Ponte de sal interna complexa) para nomea-las, tendo
sido o termo “Ligacao de Hidrogénio” popularizado por Pauling (1939) em seu livro A
natureza das ligagées quimicas (ARUNAN et al., 2011).

Arunan et al. (2011) definem a Ligagdo de Hidrogénio como uma interagéo
atrativa entre um atomo de Hidrogénio (H) ligado covalentemente a um atomo mais
eletronegativo (X — H), e outro atomo, também eletronegativo (X — H-Y), estando
evidenciada a formacao de ligacao. Esta é a definicao atualmente aceita pela IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). O atomo X (Doador de préton) é
comumente um elemento altamente eletronegativo como Nitrogénio, Oxigénio ou
Fldor, embora possa ser também menos eletronegativo como Carbono. X fica com
carga parcial negativa ao atrair para si o elétron do Hidrogénio, que,
consequentemente, fica com carga parcial positiva. Forma-se, entdo, um dipolo, que

por sua vez ira interagir com um terceiro atomo, Y (Aceptor de préton) (figura 1).

Figura 1- Ligacao de Hidrogénio.

E— D
-y

mﬂﬂ"’ Y
B="""

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As LHs sdo denominadas bifurcadas ou trés centros quando envolvem dois
aceptores ou doadores. As LHs formadas por trés aceptores ou doadores da-se o
nome de quatro centros ou trifurcadas. Cada LH pode ser classificada como: muito
forte, forte e fraca segundo os critérios geométricos, espaciais e energéticos
mostrados na tabela 1 (DESIRAJU; STEINER, 2001).

Tabela 1 — Critérios para classificagao das Ligagdes de Hidrogénio.

Distancia (nm) Angulo 6 (°) Energia (kcal/mol)
Muito forte 0,12-0,15 175-180 15-40
Forte 0,15-0,22 130 - 180 4-15
Fraca 0,22 -0,32 90 - 180 0-4

Fonte: Desiraju e Steiner (2001).
Desde a sua descoberta, a importancia do entendimento das LHs é crescente

e evidenciada pelo gigantesco volume de estudos que as envolvem. Bases de
trabalhos cientificos como Web of Science reportam quase 40 mil trabalhos que as
citam somente de 2015 a 2018, com temas que vao de Nanotecnologia a Quimica
de Proteinas. Essa importancia atribuida € justificada, quando observa-se, por
exemplo, o papel desenvolvido pelas LHs estabelecidas pelas moléculas de agua
que permitem a interagcdo de grupos distantes, além de serem influenciadoras da
conformacao proteica, estando o correto enovelamento da proteina diretamente
relacionado com o desempenho da sua fungéo biologica. Considera-se que de 40%
a 70% dos grupos C=0 e N-H de proteinas globulares estdo envolvidos em liga¢des
de hidrogénio, assim como as cadeias laterais de aminoacidos como Asp, Glu, Asn,
GIn e Arg, sendo estas interagdes importantes contribuintes da manutengéo da sua
estrutura secundaria (BAKER; HUBBART, 1984). Além disso, o reconhecimento do
substrato por enzimas é muitas vezes dependente da acao das LHs, que estabilizam
os aceptores e doadores de elétrons carregados no ligante e no sitio de ligagao,
evitando repulsdes eletrostaticas. Assim, as LHs contribuem significativamente para

a energia de ligagao entre enzima e substrato (FERSHT, 1987).



16

1.2 Dindmica Molecular

O método de DM foi desenvolvido por Alder e Wainwright (1957) ao criarem
um sistema em que os atomos foram modelados como esferas rigidas, onde as
colisdes sao perfeitamente elasticas. O principio da DM baseia-se na integracédo da
equacao de movimento de Newton (equacgado 1), utilizando a forga resultante da
derivada do potencial de interagdo (equacao 2). A energia potencial, V, € composta
pela soma dos potenciais de atomos ligados e néo-ligados. O potencial entre atomos
ligados é resultado da adicdo dos potenciais associados aos comprimentos, angulos
de ligacéo e diedros da molécula. Ja o potencial entre atomos n&o ligados, leva em

consideracao as interacdes eletrostatica e de van der Waals. Vide a equacéo 3:

2.,
F=m22i=123..N (1)
F=-2",i=123..N (2)

Em que rie m; sdo a posicdo e a massa da particula j, respectivamente. t

representa o tempo; e Fi é a forgca exercida sobre a particula /.
1 1 1
V= EZligac;ées Ky (beq - b)z + EZéngulos Ko (Qeq - 9)2 + EZtorgées Vy[cos(nd — )] (3)

A B | 4i4;

1
+ > Zpares nio ligados i—j [? riej -

No calculo de V, os componentes de ligagdo e angulo, variam com o desvio
dos valores de comprimento da ligagao, b, e angulo, 6, entre duas ligagdes quimicas
concomitantes, em relagdo aos valores de equilibrio, beq € Beq, respectivamente. K, e
Ko sé@o as constantes de Hook da forga para restituicao de b e 6 aos seus valores de
equilibrio. V, € a barreira energética para torcdo, enquanto n, ¢ e y, representam o
maximo (ou 0 minimo) de energia de uma tor¢cdo completa, angulo diedro e angulo
de fase, respectivamente. Sendo / e j os atomos nado ligados, rj representa a
distancia entre eles enquanto g; e q; suas respectivas cargas.

Objetivando viabilizar e, consequentemente, popularizar a aplicagdo dos
principios da DM no estudo de sistemas biolégicos, foram desenvolvidas diversas

ferramentas voltadas para simulagcdo, cada uma com caracteristicas impares, sendo
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os mais populares: AMBER, NAMD, CHARMM, LAMMPS, HOOMD-Blue, Towhee,
Cassandra e a utilizada neste trabalho, GROMACS. Com exce¢dao de AMBER,
NAMD e CHARMM, todos s&o de cédigo aberto, podendo ser usados tanto para fins
académicos, quanto comerciais, além de recebem apoio da comunidade de
desenvolvedores (CUMMINGS; GILMER, 2019).

O GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulations) (BERENDSEN;
VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995) € um pacote composto de diversas
ferramentas voltadas para simulacdo molecular. E produto de um projeto
inicialmente desenvolvido da parceria entre o Departamento de Quimica e o
Departamento de Ciéncia da Computacao da Universidade de Groningen, Holanda.
O objetivo era a criagdo de um sistema de computagédo paralela para simulagéao
molecular. Tendo em vista o crescente abandono de linguagens de programacao
como Pascal entre os cientistas da computagdo, na época, decidiu-se utilizar a
linguagem C para construi-lo. Hoje, os programas que compdem o pacote estdo
sendo portados para C++, alcangando por volta de dois milhées de linhas de cddigo
(ABRAHAM et al., 2015). O GROMACS veio com a proposta de possibilitar a
execugao de simulagdes de DM, sendo especialmente direcionado para simulagao
de macromoléculas biologicas em meio aquoso e membranar (VAN DER SPOEL et
al., 2005). Desde entdo, seu uso tornou-se possivel ndao apenas em
supercomputadores, mas também em maquinas comuns, como computadores
pessoais. Assim, o GROMACS tem sido largamente utilizado em diversos projetos
cientificos e tecnoldgicos.

Embora eficiente na execugao de simulacbes de DM, o GROMACS nem
sempre € facilmente instalavel, podendo requerer etapas de configuragdo, que
podem se tornar complexas para quem nao tem familiaridade com o funcionamento
de sistemas operacionais Linux e com execugdo de programas por linha de
comando. Além disso, sua utilizagdo nao é trivial, uma vez que envolve a execugao
de diversas ferramentas pertencentes ao pacote, que por sua vez geram uma serie
de arquivos que precisam ser corretamente gerenciados. Uma solugdo para este
problema é a computacdo em nuvem, através da qual, o processamento passa a ser
realizado em um servidor, eliminando a necessidade de instalagbes e configuragbes

pelo usuario.
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1.3 Computagao em nuvem

O termo “computagdo em nuvem” ou cloud computing pode ser aplicado tanto
a servigos prestados na internet, como também a disponibilizacdo de infraestrutura
para execugao, geréncia e desenvolvimento de projetos (ARMBRUST et al., 2010).
Existem diversos modelos de prestacdo de servico por computacdo em nuvem:
Software como Servigo (Software as a Service - SaaS), Plataforma como Servigo
(Platform as a Service - PaaS), Infraestrutura como Servigo (Infrastructure as a
Service - laaS) e Dados como Servico (Data as a Service — DaaS), sdo formas
genéricas de denomina-los, uma vez que diversos modelos mais especializados tém

surgido, como os mostrados na tabela 2 (EBEJER et al., 2013).

Tabela 2—Diversos modos de oferecimento de servigos em nuvem.

X-as-a-Service terms Abbreviation
Infrastructure as a Service IaaS
Platform as a Service PaaS
Software as a Service SaaS
Network as a Service NaaS
Storage as a Service STaaS
Security as a Service SECaaS
Data or Desktop as a Service DaaS
Database as a Service DBaaS
Test Environment as a Service TEaaS
API as a Service APIaaS
Backend as a Service BaaS
Integrated Development Environment as a Service IDEaaS
Integration Platform as a Service [PaaS

Fonte: Ebejer et al. (2013).

O SaaS é a forma geral de denominar os modelos que permitem a utilizagao
de aplicagdes na internet pelo consumidor final, compreendendo ferramentas como
e-mails, servicos de armazenamento, redes sociais, etc. Essa abordagem tém se
popularizado principalmente devido a esse tipo de servico eliminar a necessidade de
instalagbes e configuragdes, por vezes complexas, o que acarreta em uma
economia de tempo que pode ser aplicado na utilizacdo da ferramenta. Outro fato é
que os softwares que funcionam na maquina do usuario estdo constantemente

expostos a instabilidades, uma vez que atualizagdes nos sistemas operacionais
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provocam uma série de modificagdes, que podem afetar o bom funcionamento do
programa (HAYES, 2008).

E importante ressaltar que as aplicagdes que funcionam na nuvem no
demandam hardware potente do usuario, podendo ser acessadas de qualquer
maquina e em qualquer local, desde que se tenha acesso a internet, resultando em
menos gastos (HASHEM et al., 2015). Além disso, os servigos oferecidos desta
forma costumam ter interface amigavel, o que € uma vantagem quando comparado,
neste sentido, a ferramentas que funcionam por linha de comando, tendo em vista

que nem todos tem familiaridade com este ambiente.

Na Bioinformatica, a utilizagdo dos diversos modelos de computacdo em
nuvem vem sendo aplicada visando facilitar e simplificar a utilizacdo das
ferramentas, fornecendo recursos computacionais sob demanda para o pesquisador
(EBEJER et al., 2013), trazendo celeridade e eficiéncia ao desenvolvimento dos
projetos cientificos. Contudo, as solugbes em nuvem para analises de bioinformatica
estrutural sdo escassas, principalmente no que diz respeito a analise de Ligacdes de
Hidrogénio em biomoléculas. Assim, este trabalho vem com a finalidade de
apresentar uma solugao, ao prover uma ferramenta de analise de LHs online, capaz

de identificar e quantificar a energia das LHs em sistemas proteina-agua.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma plataforma web voltada para deteccdo e analise geométrica e

energética das Ligagdes de Hidrogénio em sistemas proteina-agua.
2.1 Objetivos Especificos

e Automatizacdo do processamento dos arquivos de entrada e geragdo dos

resultados.

e Desenvolvimento de interface intuitiva para entrada e visualizagao dos dados.

e Criagao e configuracao do servidor de hospedagem da plataforma.
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3 METODOLOGIA

A plataforma desenvolvida neste trabalho tem seu funcionamento baseado em
trés etapas principais: Recebimento do arquivo e dos parametros de entrada,
processamento, e visualizagdo dos resultados. Na proxima secédo sera abordada a
automatizagdo do processamento (figura 2) através da construgdo de um script (hb-
analyser.py), responsavel pela execugcdo de ferramentas pertencentes ao pacote
GROMACS, da ferramenta g _ener_hb e dos scripts pdb-color.py e energy-graph.py,

respectivamente.

3.1 Automatizagao do processamento

No processo de analise das LHs pelo hb-analyser.py, 0 GROMACS é utilizado
para a preparacao dos arquivos que deverao ser recebidos pela ferramenta
g_ener_hb, o que envolve uma série de etapas (figura 2), descritas nas proximas

secdes.

3.1.1 pdb2gmx

A primeira etapa do processo de analise consiste na execug¢ao da ferramenta
pdb2gmx, pertencente ao pacote GROMACS, com o arquivo de entrada (PDB) e os
parametros escolhidos pelo usuario: Campo de forga, modelo atdbmico da agua, e
estado de protonacido dos residuos N e C-terminal e dos residuos de Histidina.

Abaixo, cada um destes € explicado:

3.1.1.1 Arquivo PDB

PDB é o formato de arquivo geralmente usado para representacdo das
estruturas tridimensionais de macromoléculas, sendo o padrdo requerido para
deposi¢ao de estruturas no Protein Data Bank (BERMAN et al., 2006). Um arquivo
PDB fornece diversas informagdes a respeito da(s) molécula(s) e/ou sistema
representado(s): nome das moléculas, informagdes das estruturas primaria e
secundaria, referéncia a bancos de dados de sequéncias, detalhes da coleta de
dados, resolugdo da estrutura, citagdes bibliograficas, assim como, fornece as
coordenadas, nos eixos X, y e z de cada atomo. Embora rico em informagdes,
somente os dados contidos nos registros ATOM (figura 3) sdo essenciais para o
funcionamento do GROMACS. As demais informagbes podem atrapalhar o

processamento, de modo que, uma filtragem deve ser feita no arquivo, sendo
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mantidos apenas os registros ATOM (figura 3) e os registros HETATM (registro
semelhante ao ATOM, mas contendo dados de atomos nao pertencentes ao
polimero principal), quando referentes as moléculas de agua.

Figura 2 - Esquema da execucao da analise pelo script hb-analyser.py. Em verde,

ferramentas pertencentes ao pacote GROMACS. Em azul, ferramenta g_ener_hb.
Em amarelo, os scripts de pds-processamento.

Arquivo Pardmetros _> pdb2gmx _) Arquivo Arquivo
PDB GROMACS ‘ PDB TOP R

D —

Y

5 editconf

Arquivo
GRO

v

Arquivo _> grompp (—‘

MDP

Arquivo
TPR
Pardmetros
g ener_hb
v
- ) g ener_hb 4
Results
LHs
\_) pdb-color.py energy-graph.py

Grificos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 -- Descricdo dos campos que compdem o registro “ATOM” de um arquivo
PDB.

a b c¢c d e f g h i J k
ATOM 1 N MET A 1 81.915 5£5.351 46.487 1.60 -6.72 M
ATOM 2 H1L MET A 1 B81.171 54.728 46.245 1.80 13.48 H
ATOM 3 H2 MET A 1 B1.643 55.906 47.273 1.80 13.40 H
ATOM 4 H3 MET A 1 B82.115 ©55.948 45.710 1.80 -6.72 H
ATOM 5 CA MET A 1 83.131 ©54.563 46.833 1.00 13.48 C
ATOM 6 CB MET A 1 B83.573 53.785 45.611 1.80 13.48 C
ATOM 7 C6 META 1 B84.792 52.935 45.815 1.00 13.46 C
ATOM 8 SD MET A 1 85.327 52.219 44.252 1.00 13.40 5
ATOM 9 CE MET A 1 B6.493 53.557 43.700 1.00 13.40 o
ATOM 18 ¢ MET A 1 84.155 55.612 47.171 1.80 13.46 C
ATOM 11 0 MET A 1 B4.558 ©56.345 46.275 1.80 13.48 0
ATOM 12 N EYSA 2 84.544 55.739 48.439 1.80 0.80 N
ATOM 13 H Lys A 2 84.1890 55.120 49.140 1.80 ©.60 H
ATOM 14 CA LYS A 2 B85.502 ©56.798 48.800 1.90 B.00 C
ATOM 15 CB LYS A 2 85.568 &7.812 58.339 -1.68 G6.08 H
ATOM 16 €6 LYys A 2 B6.725 56.349 51.069 1.80 B8.08 C
ATOM 17 €D LYS A 2 B7.095 57.229 52.310 1.80 0.00 C
ATOM 18 CE LYs A 2 B8.201 ©56.674 53.166 1.00 ©0.00 C
ATOM 19 NZ LYS A 2 88.010 55.498 54.014 1.80 ©.00 N
ATOM 20 HZ1 LYsS A 2 88.838 55.150 54.512 1.90 ©.00 H
ATOM 21 HZ2 LYS A 2 87.275 55.599 54.665 1.80 B0.80 H
ATOM 22 HZ3 LYs A 2 87.735 ©54.658 53.412 1.00 ©0.60 H
ATOM 23 € LYsa 2 B86.882 ©56.575 48.168 1.80 ©8.00 C
ATOM 24 0 LYSA 2 B87.381 55.450 48.162 1.90 ©.60 0

a — serial — Numero de série do atomo

b — name — Nome do atomo

¢ —resName — Nome do residuo.

d — chainID — Identificador da cadeia.

e —resSeq — Numero de sequéncia do residuo .

f— x — Coordenada ortogonal para x em angstroms.
g -y — Coordenada ortogonal para y em angstroms.
h — z — Coordenada ortogonal para z em angstroms.
i— occupancy — Ocupancia.

Jj — tempFactor — Fator de temperatura.

k — elemento — Simbolo do elemento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.1.2 Campos de Forga

Os campos de forga (CF) sdo responsaveis por prover as equacgodes, a partir
das quais sdo calculadas as energias potenciais e as for¢cas atuantes sobre cada
atomo (secao 1.2). Também sao definidos pelos CF os pardmetros necessarios a
estes calculos. Além disso, os CF sao encarregados de definir restricdes de
movimento, bem como, a nomenclatura para diferentes tipos de atomos e grupos
funcionais.

O GROMACS oferece 15 opgdes diferentes de CF (Apéndice A) divididos em
quatro tipos: AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement), CHARMM
(Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics), GROMOS e OPLS (Optimized

Potential for Liquid Simulations).
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3.1.1.3 Modelo atdmico da agua

Outra informacédo requerida para o processamento € o modelo atdmico da
agua que o usuario deseja utilizar. Classificando-se pelo numero de pontos de
interagao, existem trés tipos principais de modelos: trés pontos (SPC, SPC/E, TIP3P
e TIPS3P), quatro pontos (TIP4P, TIP4P-Ew) e cinco pontos (TIP5P). Quanto mais
pontos tem o modelo, mas fidedigno estruturalmente deve ser a realidade. Contudo,
o aumento de pontos também implica no aumento do poder de processamento
requerido na simulagdo. Outros fatores importantes para este trabalho sdo a
distdncia e a energia do minimo do potencial de Lennard-Jones, que variam de
acordo com o modelo. Como sera visto na se¢ao 3.1.4, tanto o numero de pontos e
suas cargas parciais, quanto os parametros do potencial de LJ sdo importantes no
calculo da energia das LHs. Os modelos de Carga Pontual Simples (Simple Point
Charge — SPC) e de Potencial Intermolecular Transferivel de 3 pontos ( Transferable
Intermolecular Potential with 3 Points — TIP3P) sdo os modelos de agua padrao do
GROMACS, sendo mais simples em relagdo aos demais, uma vez que possuem

menos pontos de interagao, desta forma atingindo alto desempenho computacional.
3.1.1.4 Protonacgao das Histidinas e aminoacidos terminais

Apds a escolha do modelo atdmico da agua, a ferramenta requer os estados
de protonacdo de determinados residuos (Lys, Asp, Glu, Cis ou His) e dos
aminoacidos N e C-terminal. No caso desta ferramenta, restringiu-se a escolha da
protonacdo apenas as Histidinas e aos aminoacidos das extremidades N e C-
terminal, de modo a tornar o processo de submisséo simplificado. Trés estados de
protonagcdo e um de complexagao sao dados como opgao para cada Histidina, isto,
devido a capacidade do seu anel imidazélico de ganhar ou perder dois prétons, um
em cada nitrogénio, & e ¢, além de poder estabelecer ligacdo covalente com um
grupo Heme. No caso da Lys, Asp, Glu e Cis, o GROMACS deve utilizar as opgdes
padréo. Quanto aos aminoacidos da extremidade N e C-terminal, dois estados de
protonagédo sado dados para cada. Para ambos é possivel o estado protonado (NH3*

e COOH, respectivamente), assim como o estado desprotonado (NH2e COO").

Apo6s o término do processamento, a ferramenta pdb2gmx gera um arquivo de

estrutura PDB baseado no arquivo de entrada, mas diferindo pela protonagao dos
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residuos; gera também um arquivo de topologia (.top), no qual estdo descritas,
dentre outras informacdes, os tipos de moléculas, o campo de forga escolhido, cada

atomo e sua carga parcial, ligagdes, pares, e diedros formados.

3.1.2 editconf

A ferramenta editconf é responsavel pela segunda fase do processamento,
pertencente ao pacote GROMACS, tem por funcao a criacdo de uma caixa no qual a
proteina sera alocada com o solvente. Nesta etapa, essa ferramenta é utilizada duas
vezes. A primeira para detec¢cdo das dimensdes da proteina, e a segunda para a
criagao da caixa com um tamanho adequado e na qual a proteina sera centralizada.

Isto é feito com base no seguinte calculo:

D = M, + 3R, (1)

Onde D é a dimensao da caixa nos trés eixos (x, y e z), My € o valor da maior
dimensao da proteina, e R é o raio de corte utilizado no sistema, que representa a
distdncia maxima, no qual um atomo pode estabelecer algum tipo de interagdo com
outros. Estabelecer uma caixa de tamanho razoavel é importante para evitar que um
atomo da proteina ou do solvente interaja com atomos que deveriam estar
espacialmente inacessiveis. Embora o GROMACS permita a utilizacdo de caixas nas
formas de dodecaedro rdbmbico e octaedro truncado, neste trabalho estabeleceu-se
como padrao a utilizagdo de caixas cubicas, visando, principalmente, a simplicidade
no calculo das dimensdes. Esta etapa tem como resultado um arquivo de estrutura
(.gro). O formato de arquivo .gro & padrdo do GROMACS, sendo semelhante ao
PDB, mas, neste caso, possuindo apenas informagdes referentes ao posicionamento

do atomos e ao tamanho da caixa na qual a proteina esta inserida.

3.1.3 grompp

Por fim, a ferramenta grompp é executada, recebendo um arquivo de
topologia (.top), um arquivo de configuragdo (.mdp) e o arquivo de estrutura (.gro)
gerado pela ferramenta editconf. Faz, entdo, a expansado das informagdes de
topologia do nivel de descrigdo molecular para atdmico. Tem como saida um arquivo
binario (.tpr) que contém a estrutura inicial e a topologia das moléculas do sistema,

além de todos os parametros da simulagdo. Tanto o arquivo .tpr aqui gerado, quanto
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0 arquivo .gro gerado pelo editconf sdo requisitos para execug¢do da préxima

ferramenta, g _ener_hb.

3.1.4 g_ener_hb

Embora ndo haja um termo explicito que descreva a energia das LHs nos
calculos de energia potencial, estas podem ser modeladas através da combinagao
dos termos de LJ e Coulomb, reproduzindo bem as geometrias e energias
(GUVENCH; MACKERELL, 2008).

E possivel analisar as LHs com uma ferramenta do préprio gromacs: hbond.
No entanto, assim como as outras ferramentas encontradas na literatura, para esse
fim, a hbond é incapaz de calcular a energia envolvida nas ligagbes formadas. O
mesmo ocorre para outras ferramentas instalaveis como MDAnalysis (MICHAUD-
AGRAWAL et al.,, 2011) e CPPTRAJ (ROE; CHEATHAM, 2013) e para servidores
como o HBCS (GURUSARAN et al., 2016). Para sanar esse problema foi
desenvolvida a ferramenta g ener_hb que além de identificar as possiveis LHSs,
reportando seus tamanhos e angulos, calcula a energia meédia das ligagbes
formadas por cada dipolo C=0 e N-H presente na cadeia principal e nas cadeias
laterais da proteina. Para isso, recebe tanto o arquivo .tpr gerado pelo grompp,
quanto o arquivo .gro gerado pelo editconf (LOURENZONI, 2005).

Embora o g _ener_hb seja capaz de processar dados de trajetoria, ou seja, de
arquivos contendo varios estados de um sistema molecular em fung¢do do tempo, a
plataforma desenvolvida neste trabalho visa a analise de arquivos PDB contendo
somente um unico estado do sistema. Essa restricdo se deve a trés motivos
principais:

a) Arquivos de trajetdéria sdo geralmente grandes, o que poderia causar
demora no upload a depender da velocidade e qualidade da internet do
usuario;

b) A criagdo de um arquivo .tpr, neste caso, envolveria a execugao de
ferramentas como pdb2gmx para cada estado do sistema, uma vez que
ndo sao voltadas para analise de trajetdrias. Deste modo, o
processamento poderia se tornar oneroso computacionalmente,

sobrecarregando o servidor;
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c) Embora o arquivo .tpr pudesse ser fornecido pelo usuario, teria de ser
criado com a mesma versao do GROMACS usada no servidor (2016),
havendo, caso contrario, incompatibilidades que inviabilizariam a
analise.

A ferramenta g_ener_hb gera uma série de arquivos contendo os dados sobre
as LHs formadas; esses dados sao disponibilizados em trés niveis de detalhe:
residuo, dipolo e par dipolo-dipolo. No primeiro caso (residuo) sdo gerados arquivos
que informam resumidamente dados das LHs formadas por cada residuo da
proteina. No segundo (dipolo) sédo fornecidos arquivos com dados das LHs formadas
por cada dipolo. O ultimo nivel, dipolo-dipolo, consiste em arquivos onde séao
especificados cada par de dipolos formadores de LH da proteina.

Nos niveis de residuos e dipolos, os arquivos sao separados em LHs
formadas pela cadeia lateral e cadeia principal. Sao divididos ainda entre:
intramoleculares, quando a LH for formada entre residuos/dipolos da proteina, e
intermolecular, quando a LH for formada entre residuos/dipolos da proteina com a
agua.

Os arquivos de par dipolo-dipolo estdo separados em: interagcdo da cadeia
lateral com a cadeia principal, cadeia lateral com cadeia lateral e cadeia principal
com cadeia principal. Os arquivos dipolo-dipolo restringem-se as LHs
intramoleculares.

Todos os arquivos possuem basicamente as mesmas colunas, com algumas
excegdes. Onde, V avg, D avg, Theta avg, Beta avg e N avg, sdo as médias da
energia potencial (kcal), distancia entre X e Y (angstroms), angulo 6 (°), angulo 8 (°)
e numero meédio de ligagbes formadas, respectivamente. Enquanto as colunas sd
sédo seus respectivos desvios-padréo. A coluna %OBS presente nos arquivos de
nivel par dipolo-dipolo, é util apenas quando analisa-se arquivos de trajetoria, uma
vez que os valores dessa coluna informam a porcentagem do tempo em que

determinada LH esteve formada.
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Figura 4 — As quatro primeiras linhas dos trés principais tipos de arquivos gerados pela ferramenta g_ener_hb. a) Resultado em
nivel de par dipolo-dipolo. b) Resultado em nivel de dipolo. c) Resultado em nivel de residuo.
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3.1.5 pdb-color.py

O script pdb-color foi desenvolvido com a linguagem de programagéo Python,
com a finalidade de possibilitar a visualizacdo de parte dos resultados produzidos
pela ferramenta g _ener_hb na etapa anterior. O script é utilizado duas vezes, uma
para as LHs intramoleculares e outra para as intermoleculares. Trés arquivos sao
recebidos: o primeiro € o arquivo PDB derivado da execucado da ferramenta
pdb2gmx; o segundo e terceiro sdo arquivos criados pelo g _ener_hb que descrevem
os dipolos envolvidos na formagéo de LHs pela cadeia principal e pela cadeia lateral
da proteina, e a energia destas ligacbes. Recebe ainda, como parédmetro, o
identificador de wuma das escalas de hidropatia disponiveis (explicado
posteriormente). Uma vez identificados os atomos formadores de LHs, o script
substitui o valor de b-factor da linha referente ao atomo em questao no arquivo PDB
(figura 3), pelo valor da energia da LH na qual este atomo esta envolvido.

Aos atomos nao envolvidos na formacdo de LHs é atribuido o indice de
hidropatia do residuo no qual estdo inseridos. Os indices de hidropatia indicam o
quéo hidrofébico sdo os residuos, e sao oriundos da escala escolhida pelo usuario
(tabela 3). Os valores negativos das escalas HK e MF indicavam, ao contrario das
demais, maior hidrofobicidade, por isso, todos os valores de ambas as escalas
tiveram seus sinais invertidos.

Como pode ser observado na tabela 3, as escalas possuem variagdes
diferentes, tendo minimos e maximos distintos. Assim, antes de ser usada como
fonte dos indices de hidropatia dos residuos, a escala escolhida pelo usuario deve
ser normalizada segundo a Formula 2. Deste modo, a escala normalizada tera
apenas valores positivos, e seu maior valor serd exatamente oposto a energia de LH
mais negativa encontrada na estrutura. Assim, apds todas as substituicdes, todos os
valores negativos e positivos presentes na coluna de b-factor serdo referentes as
energias das LHs formadas e aos indices de hidropatia dos aminoacidos,
respectivamente.

! LHmin
HP'x = o o — (HPx = HPpip) (2)
Em que HPx é o indice de hidropatia atribuido ao residuo apds a

normalizagc&o. LHmin representa o valor de energia de LH mais negativo encontrado
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no sistema. HPmin € HPmax S0 os indices de hidropatia mais negativo e mais positivo
da escala, respectivamente. HPx é o indice de hidropatia do aminoacido antes da

normalizacao.

Tabela 3 — indices de hidropatia dos aminoéacidos segundo cinco escalas diferentes:
WW, KD, HK, MF e ZL, em que as letras sdo as iniciais dos dois primeiros autores
dos trabalhos que deram origem as escalas. Quanto maior o valor, mais hidrofébico

tende a ser o aminoacido.

Aminoacido WW KD WH MF ZL

Trp 1,85 -0,9 -0,3 0,38 1,63
Phe 1,13 2,8 0,32 2,2 1,98
Lys 0,99 -3,9 -2,71 -5,39 -3,46
Tyr 0,94 -1,3 -0,68 1,09 0,49
Leu 0,56 3,8 0,55 1,81 1,82
lle 0,31 4,5 0,6 1,56 1,97
Cys 0,24 25 0,13 -0,49 -0,3
Met 0,23 1,9 0,1 0,76 1,4

Gly -0,01 -0,4 -0,74 -1,72 -0,19
Val -0,07 4,2 0,31 0,78 1,46
Ser -0,13 -0,8 -0,84 -1,83 -0,53
Thr -0,14 -0,7 -0,52 -1,78 -0,32
Ala -0,17 1,8 -0,11 0,0 0,38
His -0,17 -3,2 -2,06 -4,76 -1,44
Asn -0,42 -3,5 -2,68 -1,64 -2,9
Pro -0,45 -1,6 -2,23 1,52 -1,44
Gln -0,58 -3,5 -3,49 -3,95 -3,27
Arg -0,81 -4,5 -2,58 -3,71 -2,57
Asp -1,23 -3,5 -2,36 -3,01 -1,84
Glu -2,02 -3,5 -2,05 -3,47 -1,62

Fontes: WW - Wimley e White (1996); KD - Kyte e Doolittle (1982); MF - Moon e Fleming (2011); WH -
White et al. (2005); ZL - Zhao e London (2006).

3.1.6 energy-graph.py

Foi desenvolvido um script em Python, energy-graph, tendo por fungdo a
construgao de graficos de dispersdo que mostram a relagao entre angulo, distancia e
energia das LHs formadas, a partir dos dados gerados pela ferramenta g _ener_hb. A

importancia desse tipo de visualizagdo reside na possibilidade de representar
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graficamente e de forma geral, a natureza das LHs presentes na estrutura (Figura 5),
0 que, por sua vez, permite que se observe a tendéncia seguida pelas LHs com
relagdo aos seus angulos, distédncias e energias. Para a construcao dos graficos, foi

utilizada a biblioteca Matplotlib.

Figura 5 -- Representacgdo da relagdo angulo 6 com a distancia das LHs, tendo Oxigénio
como atomo doador (a) e Carbono como doador (b).
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Fonte: Desiraju e Steiner (2001).

3.2 Desenvolvimento da plataforma

Uma vez feita a automatizagdo do processamento através do hb-analyser.py,
iniciou-se o desenvolvimento da plataforma responsavel por receber e armazenar os
parametros e arquivos necessarios a analise, executar o script de processamento
repassando os parametros e arquivos recebidos, e disponibilizar os resultados
gerados para o usuario.

Com a crescente demanda por servigos oferecidos na internet, surgiram
diversas ferramentas com o objetivo de facilitar o desenvolvimento destas solugdes,
com foco tanto em front-end, que é a parte do sistema acessivel ao usuario

(interface), como em back-end, que é o lado do servidor, onde ocorre todo ou a
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maior parte do processamento. Aprofunda-se a seguir cada uma dos componentes,
exemplificando as tecnologias disponiveis e as utilizadas no desenvolvimento deste

projeto.

3.2.1 Back-end

O back-end, como ja dito, € a parte da plataforma responsavel pelo
processamento das requisi¢coes feitas pelo usuario, assim como armazenamento de
dados. A criagdo do back-end costuma ser mediada por um framework, uma
ferramenta que tem por objetivo principal direcionar o desenvolvimento, dando
celeridade e conferindo certa padronizagdo ao projeto. A escolha do framework
normalmente se da com base na linguagem de programagao que se pretende utilizar
como principal. PHP, Java, C# e Python sdo exemplos de linguagens

frequentemente utilizadas na construgéo do back-end de plataformas web.
3.2.1.1 A linguagem Python

No desenvolvimento desta plataforma utilizou-se a linguagem Python. Esta
linguagem foi apresentada em 1991 por Guido van Rossum, seu criador, sendo t&o
antiga quanto o projeto precursor da linguagem Java, o Green Project, contudo, s6
nos ultimos anos tém se popularizado. O Python € uma linguagem interpretada com
0 objetivo principal de ser simples e legivel, diminuindo assim, o tempo necessario
pra aprender a estruturagcado da sintaxe, de modo que o tempo n&o gasto pode ser
usado no desenvolvimento, contribuindo para a produtividade do desenvolvedor. E
hoje uma das linguagens mais utilizadas no meio cientifico, com aplicagdes em
aprendizagem de maquina, processamento e visualizacdo de dados, e até mesmo
na simulagao de macromoléculas. Isto se da em grande medida pela disponibilidade
crescente de bibliotecas que auxiliam o desenvolvimento.

Diversos frameworks dao suporte ao desenvolvimento web com Python.
Tornado, Flask, Bottle, CherryPy sao exemplos de frameworks non-full-stack, ou
seja, que focam no back-end, nao auxiliando diretamente o desenvolvimento da
interface grafica (front-end). Ja Web2Py, CubicWeb, Turbo Gears e Django sao
classificados como frameworks full-stack. Mais robustos, possuem mais recursos,

contribuindo também para o desenvolvimento do front-end. Para este projeto, o
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framework Django foi escolhido, por conta da sua estabilidade, escalabilidade e

eficiéncia.
3.2.1.2 Framework Django

O framework Django, mantido pela Django Software Foundation (DSF). E
atualmente utilizado por grandes empresas como Instagram, Mozilla, National
Geographic e Pinterest, sendo considerado o principal framework Python para
desenvolvimento web. E composto de uma série de recursos que visam dar
celeridade ao desenvolvimento de plataformas web, garantindo também a seguranca
e a estabilidade. O Django é estruturado segundo o padrdao Model-View-Template
(MVT). Neste modelo o armazenamento (Model), o processamento (View) e a
interface (Template) sao definidos separadamente, mas comunicam-se entre si.

O Django simplifica a criagdo do Banco de Dados (BD) através da utilizagao
do sistema de Models. Neste sistema, as tabelas do BD s&o estabelecidas com base
em classes do Python, que definem quais e de que tipo serdo as colunas destas
tabelas. Estas classes também servem de canal de comunicagao com o BD, além de
poderem ser usadas como base para criacdo automatica de formularios. O Django
cria por padrao um BD relacional tendo SQLite3 como gerenciador. Sendo simples e
eficiente, exigindo poucas etapas de configuragdo, embora ndo possuindo recursos
sofisticados (gerenciamento de usuarios, diferentes niveis de seguranga, campos
mais especificos), o SQLite3 cumpre o papel de guardar os dados de cadastro e os
resultantes do processamento de forma rapida e estavel.

Ja as Views, podem ser consideradas como o centro do processamento. Elas
sao as responsaveis por receber, processar e responder as requisicoes vindas do
navegador. A comunicagdo entre o navegador e o servidor se da através do
protocolo HTTP (Hypertext Transfer Protocol), que é um método através do qual o
navegador envia e recebe dados. Ha dois tipos principais de requisicao HTTP
recebidas pelas Views: GET (requisicdo de dados) e POST (submissao de dados).
As Views sao fungbes associadas a enderecos URL, de modo que, quando uma
URL é acessada no navegador a View ligada a ela € acionada, recebendo uma
requisicao do tipo GET, e retornando como resposta os dados necessarios para a
renderizagdo da pagina pelo navegador (Template). J& quando um formulario é

submetido ao navegador, por exemplo, a View ligada a ele recebe uma requisi¢ao
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do tipo POST, sendo responsavel por tratar os dados recebidos e, através dos
Models, envia-los para o BD.

Os Templates constituem o front-end, ou seja, a interface grafica da aplicagao
web. Embora os Templates sejam gerenciados pelo Django, sua construcéo €
diferente dos demais componentes. A seguir sdo descritas as tecnologias utilizadas

na construcéo das telas.
3.2.2 Front-end

Diversas tecnologias podem ser empregadas na criagcdo do front-end,
inclusive frameworks focados nesse tipo de desenvolvimento. Tendo em vista, a nao
necessidade da construcdo de muitas telas, e a simplicidade das que deveriam ser
feitas, optou-se por se utilizar apenas as tecnologias fundamentais, algumas vezes

auxiliadas por bibliotecas. Segue uma introdugéo a estas ferramentas:
3.2.2.1 HTML

Hypertext Markup Language (HTML) é a linguagem de marcacgao, criada por
Tim Berners-Lee, Robert Cailliau em 1989, esta na sua 5% versdo, sendo usada
como padrao nos navegadores. Com estrutura simples, é utilizada para estabelecer
a posigdo de determinados elementos na pagina web (divisbes, textos, links,
formularios, botbes, imagens, etc.), ndo sendo capaz de fazer estilizagdes

complexas.

3.2.2.2 CSS

Tendo seus parametros estabelecidos pelo World Wide Web Consortium (W3C), o
Cascading Style Sheets (CSS) é utilizado com a finalidade de estilizar os elementos
dispostos pelo HTML. Através deste recurso € possivel mudar a cor, tamanho,
forma, fonte, dentre outros atributos dos elementos, permitindo, desta forma, a

construcédo de uma interface amigavel para o usuario.

3.2.2.3 JavaScript

JavaScript (JS) é uma linguagem de programacgao Turing Completa, podendo

armazenar variaveis de diferentes tipos (strings, inteiros, reais, listas, dicionarios,
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etc.), possuindo estruturas condicionais e lagos de repeticdo, tendo, além de outros
atributos, a capacidade de interagir nativamente com o Document Object Model
(DOM), sobre o qual sdo estruturadas as paginas web, podendo conferir, desta
forma dinamicidade as paginas antes estaticas, além de possibilitar o pré-
processamento de dados antes do seu envio para o servidor.

Duas bibliotecas JS foram utilizadas neste trabalho. A primeira, JQuery,
auxilia na interagdo com os elementos do DOM, e na comunicagdo com o servidor
via métodos AJAX (Asynchronous JavaScript And XML). O NGL foi a segunda
biblioteca utilizada, sendo responsavel por permitir a visualizagdo da estrutura
tridimensional moléculas no navegador, inclusive proteinas. No caso de proteinas, 0
NGL disponibiliza diferentes formas de visualizacdo, como: palitos, cartoon,

superficie, dentre outros.

Figura 6 — Visualizagédo da estrutura tridimensional de uma proteina com a biblioteca
NGL.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Configuragao do servidor

Uma vez construida a plataforma, a fase seguinte foi a instalagdo desta em
um servidor, objetivando-se, assim, permitir o acesso aos usuarios. Para isso, foi
utilizada uma maquina com Ubuntu Server 16.04 LTS como sistema operacional.
Para a configuracao e estabelecimento da plataforma, foi necessaria a utilizagdo do
nginx como servidor HTTP. O Nginx deve ser o primeiro a detectar uma requisi¢ao
vinda da internet. Se a requisicao for por um arquivo estatico (CSS, JS ou imagens),
responde ao navegador automaticamente. Se a requisicdo for direcionada a uma
View, o Nginx redireciona a requisicdo para o Gunicorn que é um servidor HTTP
WSGI (Web Server Gateway Interface) para frameworks Python com a funcdo de
media a interagao do servidor (gateway) com a aplicagao (framework). Para garantir
que o Gunicorn, Nginx, e Django permanecerdo em funcionamento sempre que o
servidor estiver ligado, utilizou-se o Supervisor, uma aplicagdo responsavel por
monitorar os processos dos programas indicados, garantindo que estardo sempre

em funcionamento.
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4 RESULTADOS
4.1 Processamento

Visando demonstrar o funcionamento do script pdb-color.py aliado aos dados
gerados pelo g_ener_hb, foi feita a analise de um arquivo de trajetéria oriundo da
simulagado de um sistema contendo scFv (Fragmento variavel de anticorpo de cadeia
simples) e o antigeno CD19 em agua.

Figura 7 -- Perfil de hidropatia observado apds obter os resultados da utilizacdo dos
scripts para as ligagdes de hidrogénio intermoleculares.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 7 gerada com o software de visualizagdo molecular Pymol,
observou-se como se da o perfil de formagao das LHs intermoleculares, ou seja, LHs
formadas entre os residuos das proteinas com as moléculas de agua. Como descrito
na secédo 3.1.5, as estruturas estdo coloridas de acordo com a energia das LHs
formadas e o perfil de hidropatia dos residuos, onde as regides em vermelho
representam os residuos que formam LHs com as moléculas de solvente, que nesse
caso € a agua, durante a trajetdria. As regides em branco representam residuos que
nao formam LHSs, e, por fim, as regides em azul sao referentes a residuos que nao
formam LHs e que possuem alto indice de hidrofobicidade, coloridas com base na

escala de hidropatia estabelecida por Wimley e White (1996).
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4.2 Telas

Sendo um dos obijetivos iniciais, a criagao e implementagdo de uma interface
intuitiva para entrada e visualizagdo dos dados, seis telas principais foram
construidas para a plataforma (figuras 9 a 14). O modo de navegagao é

demonstrado na figura 8.

Figura 8 -- Processo de utilizagao da plataforma.

Acesso

Upload/
Protonacéo

Cadastro de T

usuario

Parametros
g_ener_hb

Parametros
gromacs

Resultados

Download dos
arquivos

Fonte: Elaborado pelo autor.

A utilizagdo da plataforma inicia-se com o login do usuario (figura 9), que é

redirecionado para o cadastro (Figura 10), caso ainda n&o esteja cadastrado.



Figura 9 -- Tela de login.

m Home Tool Publications Documentation Feedback Login
Username:
Password:

Do not have an account? Register.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na tela de cadastro (figura 10), sao requeridas algumas informagdes pessoais
do usuario (nome, email e instituicdo), assim como os dados que serdo usado para

acesso a plataforma (usuario e senha).

Figura 10 --Tela de cadastro de usuario.

Home  Tool Publications  Documentation  Feedback

Usemame:
Name:
E-mail:
Institution
Password:

Canfirm password:

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A partir de entdo o usuario é levado a primeira pagina da ferramenta (figura
11), onde devera selecionar o arquivo de entrada (PDB), assim como os estados de

protonacao dos residuos de Histidina e N e C-terminal.

Figura 11. Tela de upload e sele¢cdo do estado de protonacdo dos residuos de
Histidina e N e C-terminal.

m Home Tool Publications Documentation Feedback Logou!
Residue Protonation State
Choose and add the PDB file on the button bellow. N-terminal ‘M"i* v

| Escolher arquivo | 1xxn.pdb Cerminal  [NH3+

Residue Number Protonation State
HIS 143 [HonNDlonly r|
HIS 156 [HonNDlonly -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Clicando em “next’, o usuario sera encaminhado para a tela de entrada dos
parametros da ferramenta g ener_hb (figura 12), nesta podera definir os valores
desejados para energias e distAncias maximas, angulos 6 e  minimos das LHs.

Figura 12 -- Tela de inser¢gdo dos parametros de funcionamento da ferramenta
g_ener_hb.

i
“ Home Tool Publications Documentation Feedback

g_ener_hb options:

In the next section you can set the options for INTRA HBs. In the next section you can set the options for INTER HBs.
Maximum energy: -08 Maximum energy: -08

Maximum distance: 03 Maximum distance: 0,31

Minimum beta angle: 120 Minimum beta angle:  gg

Minimum theta angle: 120 Maximum beta angle: 120

Minimum observation: @ Minimum theta angle: 165

Maximum theta angle: 180

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na préxima tela (figura 13) estardo disponiveis os campos para escolha dos
parametros do GROMACS: campo de for¢a e modelo atdbmico da agua, que deverao

ser usados na analise.

Figura 13 -- Tela de escolha do campo de forga e modelo atbmico da agua que
deverao ser utilizados pelo GROMACS.

1
“ Home Tool Publications Documentation Feedback

Gromacs options:
Select the force field model:

GROMOS96 54ai

Select the water model

[SPC simple point |
SPC simple point charge

None

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, apds o processamento, o usuario deve ser apresentado a tela de
resultados (figura 14), onde sera mostrado o resumo dos valores referentes as LHs
formadas. Ainda na tela de resultados, a estrutura tridimensional da proteina podera
ser visualizada, estando colorida de acordo com os valores inseridos na coluna de b-
factor do arquivo PDB pelo script pdb-color.py (seg¢do 3.1.5). Ainda na tela de
resultados, sao disponibilizados graficos de dispersdo, nos quais sdo dispostos
pontos representantes das LHs, de acordo com seu angulo 6 e comprimento. Os
pontos sdo coloridos com base na energia da LH na qual estdo envolvidos. E
disponibilizada ao usuario a possibilidade de fazer o download de todos os dados

gerados pela ferramenta g _ener_hb, através do botao “Download”.

As paginas geradas sao de entendimento intuitivo e simples, facilitando a
utilizacdo pelo usuario. O sistema de requisicdes a partir da construcdo de views
dedicadas e da utlizagdo do jQuery visando a dinamicidade, funcionou
corretamente. Deste modo, as escolhas dos estados de protonagédo dos residuos de
Histidina, do campo de forca e do modelo atbmico da agua, apresentam

funcionamento responsivo.
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Figura 14 -- Tela de resultados.

!
H Home Tool Publications Documentation Feedback Logou
Results Summary
HBs V avg vsd D avg Dsd Theta Tsd Beta B sd N avg N sd

intra BB 1408 -3.1291 05745 0.2154 0.0185 153.9 8.765 145.2 8785  1408.0000 373319219

intra SC 230 -6.2696 4.1696 0.2308 0.0236 143.0 9.519 139.3 8.937 230.0000  2455.7515

inter BB 0 +0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 0.000 0.0 0.000 0.0000 0.0000

inter SC 0 +0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 0.000 0.0 0.000 0.0000 0.0000

ball+stick 3 * o I

B |.I
f

Fonte: Elaborado pelo autor.

A integracdo das Views com o banco de dados se deu eficientemente, de
modo que os dados inseridos pelo usuario foram armazenados sem perdas, e
puderam ser usados no processamento. Da mesma forma, a automatizagdo da
execucao do GROMACS e do g ener_hb ocorreu de forma eficaz, analisando os
dados de entrada e retornando os resultados.

Por fim, € importante observar as diferencas existentes entre as figura 2 e 8, que
representam o processo executado automaticamente e o trajeto do usuario pela
plataforma até a obtengdo dos resultados, respectivamente. Onde, na figura 2
observa-se um maior numero de passos, quando comparada com a figura 8. A
simplificacdo alcangada se torna ainda mais evidente ao se considerar que no caso
da execucdo deste processo em uma maquina local, o usuario teria que, além de
fazer a instalagcdo e configuragdo do GROMACS e g_ener_hb, gerenciar um numero

consideravel de arquivos gerados durante o processamento.
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5 DISCUSSSAO

A ferramenta g ener_hb tornou possivel a analise energética das LHs
formadas em sistema moleculares, sendo capaz de atribuir a uma determinada LH,
uma energia de ligagao. Adicionando assim, uma nova dimens&o ao estudo das LHs
através de métodos de Dindmica Molecular. Seu funcionamento se da por linha de
comando, recebendo arquivos gerados por ferramentas do pacote GROMACS e
gerando como resultado listas extensas das LHs formadas, seus angulos, distancias
€ energias.

Embora eficientes, a instalaggo do GROMACS e g ener_hb nao é simples,
envolvendo o processo de compilagdo do pacote GROMACS e resolugcdo de
eventuais erros por falta de dependéncias, e outras variaveis que demandariam
tempo consideravel para serem resolvidos. Vale ressaltar que ambas as ferramentas
sdo compativeis apenas com o sistema operacional Linux e que uma série de
passos é requerida para se chegar a um resultado satisfatério. Para utilizagdo do
GROMACS instalado no préprio computador, o cliente teria de entender, pelo menos
de forma basica, cada ferramenta utilizada em determinado processamento. Desta
forma, tanto o processo de instalacdo quanto utilizacdo demanda investimento de
tempo por parte do usuario.

Assim, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de criar uma
plataforma web, intuitiva e simples, que permitisse a analise das LHs em sistemas
moleculares proteina-agua através da aplicagdo do GROMACS e da ferramenta
g_ener_hb, sem a necessidade de instalagao. Para isso, diversas outras tecnologias
foram aplicadas, tanto na automatizacdo do processamento, quanto na criagao de
um arcabouco capaz de possibilitar a utilizacdo dessas ferramentas de forma pratica
e sem a necessidade de qualquer instalagao.

A plataforma desenvolvida neste trabalho destaca-se em comparacdo a
outras ferramentas disponiveis com propodsito semelhantes, especialmente o HBCS
(GURUSARAN et al., 2016), por também ser uma ferramenta online, mas diferindo
por ndo permitir a analise da energia das LHs. Além disso, a ferramenta aqui
desenvolvida fornece a visualizagdo dos resultados incorporados a estrutura
tridimensional da proteina através da biblioteca NGL, disponibilizando ainda uma

série de graficos produzidos a partir dos resultados gerados na analise.
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6 CONCLUSAO

A automatizagdo do processamento foi atingida com éxito através da
construgdo do script hb-analyser.py responsavel pela integracdo do GROMACS,
g_ener_hb e scripts pdb-color.py e energy-graph.py, utilizando sequencialmente os
arquivos de saida de um como entrada do outro. Uma interface simples e objetiva foi
criada visando a inser¢cao dos dados pelo usuario, assim como a visualizagdo dos
resultados. Para isso, diversas ferramentas de front-end foram empregadas, de
modo a fornecer uma boa experiéncia de utilizagdo ao usuario. Por fim, ambas as
partes, processamento e interface, foram integradas através da utilizagdo do
framework Django, responsavel por gerencia-las, como também ao Banco de Dados.
Por fim, a plataforma foi instalada e configurada em um servidor com o auxilio das
ferramentas Gunicorn, Nginx e Supervisor, concluindo-se, assim, a criagdo de uma
plataforma web para andlise das Ligagdes de Hidrogénio em sistemas moleculares

de Proteina e Agua.
6.1 Trabalhos futuros

Diversas implementagdes sao possiveis a partir da plataforma desenvolvida

neste trabalho. Abaixo, exemplo de melhorias que poderiam ser integradas:

¢ Analise automatica dos estados de protonacao dos residuos com base no pH
através da execucdo do ProPka, dispensando a necessidade do usuario
seleciona-los manualmente.

e Implementagdo de outros métodos de visualizagdo dos resultados, como
grafos, por exemplo.

e Criagdo de uma area do usuario, em que este possa gerir os seus dados,
assim como acessar os resultados de analises ja feitas.

e Por fim, permitir a analise, ndo apenas de estruturas estaticas, mas também
arquivos de trajetdria, que contenham diversos estados da mesma estrutura
em fungdo do tempo, o que poderia tornar a analise das LHs mais fidedigna,
principalmente com relagdo a interagdo da proteina com a agua. Para isso,
problemas de incompatibilidade entre versdes diferentes do GROMACS

teriam de ser solucionados.
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APENDICE A - CAMPOS DE FORGA DISPONIVEIS PARA USO COM O
GROMACS 2016.1

1) AMBERO3 protein, nucleic AMBER94 (DUAN et al, 2003);

2) AMBER94 force field (CORNELL et al., 1995);

3) AMBER96 protein, nucleic AMBER94 (KOLLMAN et al., 1996);
4) AMBER99 protein, nucleic AMBER94 (WANG et al., 2000);

5) AMBER99SB protein, nucleic AMBER94 (HORNAK et al., 2006);

6) AMBER99SB-ILDN protein, nucleic AMBER94 (LINDORFF-LARSEN et al.,
2010);

7) AMBERGS force field (GARCIA; SANBONMATSU, 2002);

8) CHARMMZ27 all-atom force field (CHARM22 plus CMAP for proteins);
9) GROMOS96 43a1 force field,;

10) GROMOS96 43a2 force field (improved alkane dihedrals);

11) GROMOS96 45a3 force field (CHULER, L. D.; DAURA, X.; VAN
GUNSTEREN, W. F., 2001);

12) GROMOS96 53a5 force field (OOSTENBRINK et al., 2004);
13) GROMOS96 53a6 force field (OOSTENBRINK et al., 2004);
14) GROMOS96 54a7 force field (SCHMID et al., 2011);

15) OPLS-AA/L all-atom force field (KAMINSKI, G. A. et al., 2001);



