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RESUMO 

Interações proteicas desempenham funções vitais em processos biológicos. 

Para a execução dessas interações, cadeias proteicas se dobram orquestradamente 

de modo a criar sítios de ligação, que estão alocados em cavidades. Ao interagir com 

outras moléculas para formar complexos supramoleculares, as proteínas utilizam 

cavidades que não são facilmente identificáveis na forma não-ligada ou formam novas 

cavidades. A importância do seu estudo reside na compreensão, desenvolvimento e 

melhoramento de moléculas responsivas a complexos supramoleculares específicos. 

Nosso grupo de pesquisa do LNBio/CNPEM desenvolveu o programa KVFinder para 

a identificação de uma variedade de cavidades proteicas usando um sistema de dupla 

sonda. Entretanto, esta caracterização é somente topológica, calculando área, volume 

e forma das cavidades. Sabendo que as propriedades físico-químicas, espaciais e 

constitucionais são importantes para a determinação das funções e interações, é 

necessário mapear essas propriedades nas cavidades desses complexos. Desta 

forma, este trabalho introduz uma nova versão do programa KVFinder, parKVFinder, 

que manipula a escala de complexidade envolvida em complexos supramoleculares 

bioquimicamente e computacionalmente. Assim, a questão computacional foi 

abordada pela refatoração e paralelização das rotinas no parKVFinder, e a questão 

bioquímica, pelo desenvolvimento e aprimoramento de descritores moleculares 

mapeados sobre tais cavidades, abrangendo propriedades espaciais, constitucionais 

e físico-químicas. A caracterização espacial inclui volume, área, forma e profundidade 

das cavidades; a caracterização constitucional inclui os resíduos que formam as 

cavidades e suas características; e a caracterização físico-química inclui as escalas 

de hidrofobicidade e o potencial eletrostático mapeados nas cavidades. Por fim, o 

parKVFinder melhorou o desempenho de execução e a utilização dos recursos 

computacionais quando comparado ao KVFinder. A prova de conceito do parKVFinder 

foi realizada em uma proteína quinase A, apresentando uma descrição das 

propriedades das cavidades, que auxilia na compreensão das interações realizadas 

pela proteína. 

  



 

 

ABSTRACT 

Protein interactions play vital roles in biological processes. For the execution of 

these interactions, protein chains fold orchestrally in order to create binding sites, 

which are allocated in cavities. By interacting with other molecules to form 

supramolecular complexes, the proteins use cavities that are not easily identifiable in 

unbound form or create new cavities. The importance of its study lies in the 

understanding, development and improvement of molecules responsive to specific 

supramolecular complexes. Our LNBio/CNPEM research group has developed the 

KVFinder software for the identification of a variety of protein cavities using a dual 

probe system. However, this characterization is only topological, calculating area, 

volume and shape of the cavities. Knowing that the physicochemical, spatial and 

constitutional properties are important for the determination of functions and 

interactions, it is necessary to describe these properties in the cavities of these 

complexes. In this way, this work introduces a new version of the KVFinder program, 

parKVFinder, which manipulates the scale of complexity involved in supramolecular 

complexes biochemically and computationally. Thus, the computational question was 

addressed by the refactoring and parallelization of the routines in parKVFinder, and 

the biochemical issue, by the development and improvement of molecular descriptors 

mapped on such cavities, covering spatial, constitutional and physicochemical 

properties. Spatial characterization includes volume, area, shape and depth of cavities; 

constitutional characterization includes the residues that form the cavities and their 

characteristics; and the physicochemical characterization includes hydrophobicity 

scales and the electrostatic potential mapped in the cavities. Finally, parKVFinder 

improved execution performance and utilization of computational resources when 

compared to KVFinder. The proof of concept of parKVFinder was performed on a 

protein kinase A, presenting a description of the cavities properties, which helps in 

understanding the interactions performed by the protein. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Compreensão do processo de reconhecimento molecular 

A química medicinal é um campo de pesquisa que investiga compostos 

orgânicos bioativos, denominados biosondas, usando conhecimentos 

interdisciplinares em biologia, química e medicina. As biosondas têm sido empregadas 

para investigar processos celulares importantes através da elucidação de 

mecanismos relacionados, sendo potenciais pistas para o desenvolvimento de novas 

terapias e drogas (OSADA, 2009). Por outro lado, uma droga precisa interagir com 

uma molécula alvo, geralmente uma proteína, para executar uma função fisiológica 

específica (SOTRIFFER; KLEBE, 2002). Experiências mostram que as interações 

proteína-ligante (IPLs) em sítios de ligação dependem das propriedades físico-

químicas e espaciais (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; OSADA, 2009; OLIVEIRA et al., 

2014). As IPLs são altamente específicas e variáveis através de domínios proteicos e 

classes de ligantes, restringindo assim a um pequeno número de ligantes a interação 

eficiente com uma dada proteína (HENRICH et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014). Tais 

especificidades dependem de um microambiente que atenda a restrições geométricas 

do receptor, como complementaridade espacial e grandes interfaces de interação 

(SOTRIFFER; KLEBE, 2002; HENRICH et al., 2010). Com base nisso, a investigação 

das propriedades do sítio de ligação é um ponto de partida da química medicinal. 

Dada a importância dos mecanismos das IPLs, o papel fundamental para a 

compreensão da ação do ligante e, consequentemente, a identificação e 

caracterização de sítios de ligação funcionalmente relevantes são um ponto de partida 

importante para o desenho racional de fármacos (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; 

OSADA, 2009). Sendo assim, a informação estrutural atômica tridimensional (3D) da 

proteína é uma fonte fundamental para compreender os processos biológicos e 

explorar os mecanismos de ação do fármaco (ROSE et al., 2017). Um banco de dados 

global, o Banco de Dados de Proteínas (Protein Data Bank; PDB), para estruturas 3D 

de macromoléculas biológicas (proteínas, DNA e RNA) determinadas 

experimentalmente, auxilia na identificação de sítios de ligação funcionalmente 

relevantes, fornecendo acesso à estrutura 3D resolvida por cristalografia de difração 

de raios X, espectroscopia de ressonância magnética nuclear e/ou crio-microscopia 

eletrônica (SOTRIFFER; KLEBE, 2002;  DABERDAKU; FERRARI, 2016; ROSE et al., 
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2017). O PDB inclui três repositórios regionais: Banco de Dados de Proteínas da 

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB PDB; http://rcsb.org) nos 

EUA (ROSE et al., 2017), Banco de Dados de Proteínas do Japão (PDBj; 

http://pdbj.org) no Japão (KINJO et al., 2012) e Banco de Dados de Proteínas da 

Europa (PDBe; http://pdbe.org) na Europa (VELANKAR et al., 2016). 

Uma vez que a estrutura atômica 3D de uma proteína esteja disponível, a 

estratégia para projetar racionalmente um ligante depende de informações adicionais 

sobre os alvos biológicos relevantes (SOTRIFFER; KLEBE, 2002). Normalmente, 

existem três situações distintas: 

I. A localização do sítio de ligação é desconhecida 

Normalmente, pelo menos uma função da proteína alvo é conhecida; porém, 

pode não estar totalmente elucidada em termos bioquímicos e estruturais. Esta 

situação requer um método para identificar o sítio de ligação, em que um ligante pode 

ser planejado para inibir ou promover a função da proteína alvo. No entanto, nos casos 

em que a função biológica não foi atribuída, podem ser necessários métodos para 

inferir a função da proteína com base na estrutura atômica (SOTRIFFER; KLEBE, 

2002). Uma vez que a função da proteína é comumente ligada à interação, elucidar 

as características funcionais e identificar os sítios de ligação estão relacionados. 

II. A localização aproximada do sítio de ligação é conhecida, mas nenhuma 

informação sobre as propriedades do sítio e interações do ligante está 

disponível 

Esta situação representa aproximadamente 30% das estruturas de proteínas 

armazenadas no PDB (NUÑEZ-VIVANCO et al., 2016), o que requer uma análise 

minuciosa da estrutura da proteína na área do sítio de ligação, apresentando regiões 

de interação favoráveis onde certos grupos funcionais podem se ligar. Os métodos 

fornecem um mapa funcional do sítio de ligação que orienta o posicionamento ou 

desenvolvimento de ligantes potenciais ou cria um modelo de farmacóforo para 

pesquisa em banco de dados. 

III. A localização do sítio de ligação e a interação do ligante são conhecidas 

Dado um sítio de ligação bem conhecido, os métodos para determinar o mapa 

funcional ou energético do sítio de ligação por acoplamento molecular (docking) e 

triagem virtual (virtual screening) são ferramentas úteis. Estes mapas funcionais ou 

energéticos são abordagens apropriadas para orientar o posicionamento de potenciais 

ligantes ou o desenvolvimento de ligantes adequados. 
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Abordagens computacionais para identificar sítios de ligação e uma coleção de 

propriedades de sítios de ligação serão introduzidas a seguir. Os métodos 

computacionais empregam a riqueza de informações estruturais de complexos 

proteína-ligante e proteínas não-ligadas para identificar potenciais sítios de ligação. O 

fenômeno de ligação do complexo proteína-ligante é governado pelas propriedades 

espaciais e físico-químicas do sítio de ligação, produzindo uma alta 

complementaridade entre a proteína e o ligante (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; OSADA, 

2009; HENRICH et al., 2010). Juntos, eles ajudam a esclarecer deficiências na 

compreensão do reconhecimento molecular em sistemas biológicos. 

1.2 Prospecção de cavidades proteicas 

Os sítios de ligação geralmente estão localizados em uma ampla variedade de 

cavidades proteicas, como bolsões, invaginações, fendas e canais (SOTRIFFER; 

KLEBE, 2002). A prospecção e caracterização dos sítios de ligação são essenciais 

para a compreensão das complexas interações das proteínas e suas respectivas 

funções. As características topológicas e as propriedades físico-químicas 

apresentadas na interface de contato, como forma, volume, área, distribuição de 

cargas, hidrofobicidade, solvatação e tipo de resíduo constituinte, ditam as funções e 

interações das proteínas (HUBBARD; ARGOS, 1994; BOHACEK; MCMARTIN, 1997; 

OLIVEIRA et al., 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). A identificação e 

dimensionamento das cavidades são os primeiros passos para projetar um ligante 

baseado na estrutura proteica (LIANG; WOODWARD; EDELSBRUNNER, 1998). 

Além disso, as características estruturais e físico-químicas da proteína são valiosas 

na descoberta e otimização de fármacos (DABERDAKU; FERRARI, 2016). 

O avanço da proteômica na última década trouxe à tona um repositório de 

possíveis alvos para fármacos, na forma de dados sobre interações supramoleculares 

ou interactoma. Proteínas participam em papéis essenciais de diversos processos 

celulares, como, por exemplo, transdução de sinal, adesão celular, proliferação celular 

e apoptose (SCOTT et al., 2013; PIETERS et al., 2016; JANA et al., 2017), 

principalmente através da interação, desde de pequenos íons, como fosfato e ferro, 

até supramoléculas, como ribossomos e nucleossomos (OLIVEIRA et al., 2014; 

PIETERS et al., 2016). Muitas patologias, como câncer, doenças metabólicas e 

patogênicas, estão associadas a desregulação dessas interações (SCOTT et al., 

2013). A cada dia se torna mais evidente a necessidade de identificar regiões na área 
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proteína-proteína (IPP). Os vales proteicos (Figura 1D) se estendem ao longo de um 

dos eixos da proteína e são altamente expostos ao meio externo, além de apresentar 

ponto de acesso com alto grau de abertura (OLIVEIRA, 2011).  

De acordo com Hubbard e Argos (1994), as cavidades proteicas também 

podem ser classificadas espacialmente em: intradomínio ou interdomínio, inter-

subunidade ou interfacial de subunidade, e superficiais acessíveis ou superficiais 

oclusas. Cada tipo de classificação espacial apresenta propriedades estruturais, 

físico-químicas e constitucionais diferentes entre si, sendo que essas propriedades 

afetam sua estabilidade e suas funções. 

1.3 Caracterização de cavidades biomoleculares 

Como as diferentes interações realizadas em uma cavidade são delimitadas 

por suas propriedades, essas interações determinam a função biológica da 

biomolécula (SOTRIFFER; KLEBE, 2002). A partir disso, as propriedades espaciais e 

físico-químicas em uma cavidade biomolecular podem ser utilizadas para identificar 

potenciais sítios de ligação relevantes às interações estudadas. 

O fenômeno de IPL e IPP em sítios de ligação é uma consequência das 

propriedades das cavidades proteicas que governam o reconhecimento molecular do 

ligante, variando de uma pequena molécula a uma supramolécula (SOTRIFFER; 

KLEBE, 2002). A base do reconhecimento molecular depende da complementaridade 

espacial e físico-química entre a proteína alvo e seu ligante (HENRICH et al., 2010; 

DABERDAKU; FERRARI, 2016). Para isso, o sítio de ligação determina restrições 

espaciais e físico-químicas a serem atendidas por seus ligantes putativos 

(SOTRIFFER; KLEBE, 2002), sendo que cada interação com ligante pode 

desencadear uma função biológica diferente. Portanto, a descrição de potenciais sítios 

de ligação em aspectos espaciais e físico-químicos é essencial para o desenho 

racional e otimização de fármacos, e também para a avaliação da drogabilidade de 

sítios de ligação (HUBBARG; ARGOS, 1994; LIANG; WOODWARD; 

EDELSBRUNNER, 1998; DABERDAKU; FERRARI, 2016). 

1.3.1 Propriedades espaciais 

As características espaciais de cavidades biomoleculares estabelecem 

restrições quanto à geometria dos ligantes que podem interagir eficientemente nelas. 

Alta afinidade entre o sítio de ligação e seus potenciais ligantes depende de interfaces 
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ligação enzimáticos e não-enzimáticos, que apresentaram maior frequência de 

resíduos específicos em diferentes locais e tipos de proteínas (BARTLETT et al., 2002; 

SOGA et al., 2007; CARLSON et al., 2008). Nos sítios catalíticos, os resíduos 

carregados foram encontrados com mais frequência do que os polares e os 

hidrofóbicos em sua composição (BARTLETT et al., 2002). Além disso, diferentes 

frequências de aminoácidos foram observadas nos sítios de ligação em comparação 

com outros sítios da proteína (SOGA et al., 2007). A afinidade dos sítios de ligação é 

governada pela composição de aminoácidos, apresentando diferentes composições 

entre sítios de ligação enzimáticos e não-enzimáticos (CARLSON et al., 2008). 

Portanto, a descrição da localização e características físico-químicas dos resíduos 

estruturais no sítio de ligação permite a classificação das cavidades de acordo com 

suas possíveis funções e direciona de maneira assertiva o desenho racional de 

fármacos. 

1.3.2 Propriedades físico-químicas 

Possíveis IPLs não dependem apenas da complementaridade geométrica entre 

o ligante e o sítio de ligação, mas também dependem da complementaridade físico-

química entre eles. A contribuição das interações de van der Waals, hidrofóbica, 

eletrostática, ligação de hidrogênio e solvatação deve resultar em um ambiente 

energeticamente favorável para o processo de ligação (MORRIS et al., 2009; 

HENRICH et al., 2010). Aqui, consideramos algumas importantes propriedades físico-

químicas dos sítios de ligação. 

O potencial eletrostático é usualmente calculado pela equação de Poisson-

Boltzmann (PBE) (HONIG; NICHOLLS, 1995), aplicada por diferentes abordagens 

numéricas (XIE; YING; XIE, 2017; HARRIS et al., 2017). Tendo o modelo de solvente 

implícito como o mais popular, uma ampla gama de programas foram desenvolvidas, 

como GRASP (NICHOLLS; SHARP; HONIG, 1991), UHBD (MADURA et al., 1995), 

PBEQ (JO et al., 2008), APBS (UNNI et al., 2011), DelPhi (SMITH et al., 2012) e  PSBA 

(WANG et al., 2013). A partir deste potencial eletrostático estimado, informações 

sobre possíveis pontos de ancoragem de ligantes, energia livre de interação, 

estabilidade das biomoléculas e forças atômicas médias podem ser obtidas. 

A hidrofobicidade de uma molécula é descrita pelo seu coeficiente de partição 

P, representado por logP, entre as fases de dois solventes imiscíveis sob condições 

de equilíbrio (HENRICH et al., 2010). O logP mais comum usado na ciência 
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farmacêutica é o coeficiente de partição entre as fases de octanol e água, porque 

descreve a diferença entre o plasma polar e as membranas celulares lipofílicas 

(OBERHAUSER; NURISSO; CARRUPT, 2014). A hidrofobicidade desempenha um 

papel importante nas características cinéticas e dinâmicas da ação de fármacos 

(MANNHOLD et al., 2009). A intensidade da interação hidrofóbica é governada pela 

forma do sítio de ligação e pela área exposta dos resíduos (HENRICH et al., 2010). 

No entanto, a previsão de interações hidrofóbicas para aminoácidos é complicada e 

diferentes abordagens geram diferentes escalas de hidrofobicidade (HEIDEN; 

MOECKEL; BRICKMANN, 1993). Os métodos atuais para prever os coeficientes de 

partição são baseados em subestruturas ou abordagens de propriedades, por 

exemplo, HINT (KELLOGG; SEMUS; ABRAHAM, 1991), ALOGPS (TETKO; 

TANCHUK, 2002), KLOGP (ZHU et al., 2005) e MLP (OBERHAUSER; NURISSO; 

CARRUPT, 2014). Abordagens baseadas em subestruturas reduzem as moléculas 

em fragmentos ou átomos e somam essas contribuições de subestruturas para 

estimar o logP final. Abordagens baseadas em propriedades aplicam descritores 

moleculares e topológicos de toda a molécula, usando abordagens empíricas para 

representação da estrutura 3D (MANNHOLD et al., 2009). 

1.4 Estado da arte 

O desenvolvimento de métodos computacionais para prospecção e 

caracterização de sítios de ligação em proteínas são essenciais para aprofundar os 

conhecimentos acerca da função de uma determinada proteína e para descoberta e 

melhoramento de fármacos (LIANG; WOODWARD; EDELSBRUNNER, 1998). Os 

métodos baseados em dados estruturais são mais informativos do que os métodos 

baseados em sequências de aminoácidos, sendo que as estruturas proteicas 3D são 

mais conservadas do que as sequências (NUÑEZ-VIVANCO et al., 2016). Baseados 

nestes conhecimentos, métodos computacionais foram desenvolvidos para identificar 

potenciais sítios de ligação (OLIVEIRA et al., 2014; NUÑEZ-VIVANCO et al., 2016; 

DABERDAKU; FERRARI, 2016). Os algoritmos publicados se dividem em três 

categorias principais de acordo com a metodologia utilizada: geométricos, energéticos 

e evolutivos (OLIVEIRA et al., 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). 

Os métodos geométricos se baseiam na análise da superfície molecular e 

compõe a maioria dos algoritmos disponíveis. As representações da superfície 

proteica variam em diferentes métodos, sendo baseados em técnicas de voxels (pixel 
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volumétrico), também conhecidas como representações de grade tridimensional, 

esferas e tesselação, também conhecidas como representações de malha triangular 

(OLIVEIRA et al., 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). Por outro lado, os métodos 

energéticos identificam sítios de ligação a partir da análise das forças intermoleculares 

ou a energia de interação entre a proteína alvo e uma sonda, normalmente um grupo 

químico. Por fim, ferramentas que utilizam métodos evolutivos se baseiam na busca 

por resíduos conservados, alinhamentos de sequências e informações de perfis de 

sítios de ligação conhecidos. Combinações das abordagens mencionadas acima 

também foram publicadas, melhorando a taxa de predição de sítios de ligação. 

Exemplos e classificação dos métodos para detecção de sítios de ligação estão 

apresentados na Tabela 1. 

Métodos baseados em princípios geométricos apresentam algumas vantagens 

quando comparados a métodos energéticos e evolutivos. Os métodos baseados em 

geometria não dependem de conhecimento prévio quando comparados a abordagens 

evolutivas, sendo independentes de informações de sequência ou de bancos de 

dados de sítios de ligação ativos. Em contraste com os métodos baseados em energia, 

os métodos geométricos são uma abordagem mais direta, que são independentes das 

funções de pontuação e da parametrização de campo de força. Além disso, métodos 

puramente geométricos para identificação de sítios de ligação são eficientes para 

identificar todas as cavidades de uma dada proteína alvo. Contudo, o problema 

consiste em reconhecer quais cavidades da proteína são sítios de ligação 

funcionalmente relevantes (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; HENRICH et al., 2010). 

Embora não exista uma abordagem simples e eficaz, a caracterização dos sítios de 

ligação em termos de propriedades espaciais e físico-químicas pode conduzir à 

identificação de sítios de ligação funcionalmente relevantes. 

Em métodos baseados em geometria, existem diferentes abordagens para 

determinação e representação de superfícies moleculares e suas propriedades, tais 

como forma-alfa, grade tridimensional, funções gaussianas tridimensionais, imagens 

de spin e tesselação, diferindo em eficiência e simplicidade (DABERDAKU; FERRARI, 

2016). Métodos in silico para prever funções, propriedades e interações exigem 

representações adequadas da superfície molecular. Como a complementaridade 

espacial e físico-química entre a proteína e o ligante é necessária, a escolha de uma 

representação de superfície é um passo importante para compreender seus papéis 

nos processos biológicos (HENRICH et al., 2010; DABERDAKU; FERRARI, 2016; 
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STANK et al., 2016). Dentre as diversas representações de superfície molecular, a 

grade tridimensional composta por voxels é a mais simples e apropriada para a 

representação de múltiplas propriedades em várias condições, pois cada voxel da 

grade tridimensional pode acumular diferentes informações. 

Tabela 1: Exemplos de métodos para detecção de sítios de ligação. 

Programa Classificação Referência 

AutoDock Energético Morris et al. (2009) 

CAST Geométrico Liang, Woodward e Edelsbrunner (1998) 

Cavbase Geométrico Kuhn et al. (2006) 

CAVER Evolutivo Petrek et al. (2006) 

CavitySearch Geométrico Ho e Marshall (1990) 

ConSurf Evolutivo Armon, Graur e Ben-Tal (2001) 

CS-Map Energético Bradford e Westhead (2005) 

DogSite Geométrico Volkamer et al. (2010) 

DrugSite Energético An, Totrov e Abagyan (2004) 

FINDSITE Combinado Brylinski e Skolnick (2008) 

Fpocket Geométrico Guilloux, Schmidtke e Tuffery (2009) 

GRID Energético Goodford (1985) 

KVFinder Geométrico Oliveira et al. (2014) 

LIGSITE Geométrico Hendlich, Rippman e Barnickel (1997) 

LigSiteCSC Combinado Huang e Schoroeder (2006) 

MetaPocket Combinado Huang (2009) 

PASS Geométrico Brady e Stouten (2000) 

PHECON Geométrico Kawabata e Go (2007) 

POCASA Geométrico Yu et al. (2010) 

POCKET Geométrico Levitt e Banaszak (1992) 

PocketFinder Energético An, Totrov e Abagyan (2005) 

PocketPicker Geométrico Weisel, Proschak e Schneider (2007) 

QsiteFinder Energético Laurie e Jackson (2005) 

Rate4Site Evolutivos Pupko et al. (2002) 

SCREEN Geométrico Nayal e Honig (2006) 

SiteHound Energético Ghersi e Sanchez (2009) 

SiteMap Combinado Halgren (2007) 

SURFNET Geométrico Laskowski (1995) 

TRAPP Geométrico Kokh et al. (2013) 

VOIDOO Geométrico Kleywegt e Jones (1994) 













 

 

32 

topológicas em biomoléculas podem ser contornadas utilizando grandes sondas 

Probe Out, pois o tempo de execução dessa tarefa em arquitetura paralela seria 

significativamente reduzido em comparação a execução serial. 

1.5.4 Limitações computacionais 

O sistema de dupla sonda usado no KVFinder implica na inserção da 

biomolécula estudada em duas grades tridimensionais distintas. O número de voxels 

de cada grade aumenta proporcionalmente com o nível de detalhamento da análise 

devido a redução do espaçamento da grade (Figura 4). No entanto, vale ressaltar que 

o tamanho médio da grade tridimensional é aproximadamente 150x150x150. A 

determinação das cavidades é baseada na análise de cada voxel e de sua vizinhança, 

sendo que o número de voxels a ser investigado na vizinhança depende do tamanho 

de sonda utilizada e do espaçamento da grade. Outro fator impactante na execução 

do programa são as dimensões da biomolécula estudada. Apesar de não ser uma 

variável controlável no programa, a mesma impacta no número total de voxels a serem 

utilizados na prospecção das cavidades, sendo que o espaçamento de grade precisa 

ser escolhido de forma a gerar um nível de detalhamento apropriado à análise. Por 

fim, o tempo de execução do KVFinder está diretamente relacionado com a escolha 

do espaçamento da grade tridimensional, com o diâmetro da sonda Probe Out e com 

as dimensões da biomolécula a ser inserida na grade. 

A implementação atual do KVFinder é baseada em computação serial. A tarefa 

de detecção e caracterização espacial de cavidades biomoleculares é tratada como 

um problema computacional geométrico, gerando uma alta demanda de recursos 

computacionais. As operações geométricas realizadas pelo KVFinder são aplicadas 

em cada voxel da grade e os dados de cada voxel são independentes dos demais, 

possibilitando a implementação de computação paralela. A abordagem paralela 

consiste na distribuição das operações entre os múltiplos processadores ou núcleos 

de processamento ao invés de realizar cada operação sequencialmente. Essa 

redução no tempo de processamento permite a resolução de problemas biológicos de 

maior escala e complexidade. 

1.6 Escala supramolecular 

A escala supramolecular engloba moléculas, de maior escala e complexidade, 

resultantes da associação de espécies químicas, moléculas ou íons organizados em 
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entidades de alta complexidade, unidas por ligações metal-ligante e/ou ligações não-

covalentes, como interações eletrostáticas, ligações de hidrogênio e forças de Van der 

Waals (NETTO; FREM; MAURO, 2008; WEBBER et al., 2016). A reversibilidade das 

interações de supramoléculas dão origem a complexos biomoleculares capazes de 

sentir e responder a estímulos fisiológicos ou imitar aspectos funcionais e estruturais 

da sinalização biológica (WEBBER et al., 2016). 

Estudos biológicos e químicos recentes encontraram que supramoléculas são 

adequadas para o desenvolvimento de novas nanoestruturas e biomoléculas, mas 

também para o avanço em importantes campos da biomedicina, incluindo 

segmentação molecular, diagnóstico e tratamento de câncer, administração e 

liberação de fármacos, terapia de genes, regeneração de tecidos e regulação 

dinâmica de processos celulares (YOSHII et al., 2014; WEBBER et al., 2016; CAO; 

YANG; MAO, 2016). Por fim, o universo das supramoléculas é um campo vasto a ser 

explorado, devido ao vago conhecimento sobre as suas interações, e com uma alta 

gama de possíveis aplicações ainda a serem desenvolvidas. 

1.7 Computação paralela 

Existem duas formas básicas de computação: a computação serial e a 

computação paralela (Figura 9). O problema computacional é sempre dividido em 

partes discretas, sendo que cada parte é composta por um conjunto de instruções. A 

computação serial é a execução sequencial dessas partes, enquanto a computação 

paralela é o uso simultâneo de múltiplos elementos de processamento a fim de 

resolver o conjunto de instruções de cada parte do problema de forma concorrente 

(FOSTER, 1995). As principais vantagens da computação paralela são a redução de 

tempo, a resolução de problemas maiores e mais complexos, e a melhor utilização 

dos recursos do computador, sendo que os computadores atuais são arquiteturas 

paralelas com processadores multinúcleo (GRAMA et al., 2003). Por outro lado, os 

programas paralelos são mais difíceis de programar do que os sequenciais, pois a 

execução concorrente das tarefas produz novas fontes de erros, como a condição de 

corrida, que é uma falha na execução em que o resultado do programa é 

inesperadamente dependente da sequência ou sincronia das tarefas executadas 

(PATTERSON; HENNESSY, 1998). Além disso, a comunicação e sincronização entre 

as subtarefas paralelas também pode ser uma barreira para atingir um desempenho 

satisfatório em programas paralelos. 
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Gustafson, Equação 4, aborda as deficiências da lei de Amdahl, propondo que os 

programadores tendem a definir o tamanho dos problemas para explorar o poder 

computacional que se torna disponível à medida que os recursos melhoram. De certa 

forma, Gustafson (1988) redefine a eficiência, devido à possibilidade de que as 

limitações impostas pela fração sequencial de um programa possam ser combatidas 

pelo aumento de recursos computacionais disponíveis. 

 

𝑆9 =
1

𝑓)% + 𝑓%
𝑁%

 (3) 

𝑆: = 𝑓)% + 𝑓% ⋅ 𝑁% (4) 

Onde 𝑆9 é a estimativa de speedup pela lei de Amdahl, 𝑆: é a estimativa de speedup 

pela lei de Gustafson, 𝑁% é o número de processadores disponíveis, 𝑓)% é a fração 

não-paralelizável do programa e 𝑓% é a fração paralelizável. 

2 JUSTIFICATIVA 

O programa KVFinder apresenta um conjunto de parâmetros customizáveis 

que possibilita a identificação de uma ampla gama de cavidades biomoleculares, 

desde bolsões profundos até fendas rasas na superfície. Porém, como qualquer 

método geométrico, exige muitos recursos computacionais e estruturas de dados que 

demandam memória (OLIVEIRA et al., 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). Desta 

forma, a computação paralela de métodos geométricos baseados em grades é uma 

abordagem interessante para reduzir o tempo computacional, mantendo a acurácia. A 

implementação de rotinas paralelas no algoritmo do KVFinder viabilizará a análise de 

complexos supramoleculares em tempos menores, além de possibilitar a análise de 

dados em larga escala como, por exemplo, a prospecção e caracterização de sítios 

de ligação em várias proteínas de uma mesma família ou grupo, com o objetivo de 

encontrar a conservação e/ou compreender as funções bioquímicas desses sítios. A 

caracterização de cavidades por meio de descritores de propriedades físico-químicas, 

espaciais e constitucionais podem fornecer informações valiosas quanto as funções e 

interações das cavidades envolvidas em interações em qualquer escala molecular, 

incluindo a escala supramolecular. Desta forma, prospectar cavidades e caracteriza-

las em aspectos físico-químicos, espaciais e constitucionais podem auxiliar no 
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desenho racional e aprimoramento de novos fármacos, além do melhor entendimento 

das funções bioquímicas e interações de complexos biomoleculares. 

3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento, otimização e 

implementação de uma nova versão do KVFinder, com rotinas de computação 

paralela, capaz de prospectar e descrever cavidades biomoleculares em estruturas de 

qualquer escala molecular. 

3.2 Específicos 

 Os objetivos específicos se dividem em duas categorias: (1) otimização e 

atualização, e (2) desenvolvimento do conjunto de testes e de novas funcionalidades. 

A otimização e atualização do programa KVFinder incluem:  

● Refatoração e otimização do código-fonte; 

● Atualização do plugin gráfico e rotinas do KVFinder; 

● Otimização da detecção de cavidades superficiais; 

● Implementação de rotinas de computação paralela, parKVFinder 

(parallel KVFinder). 

O desenvolvimento do conjunto de testes e de novas funcionalidades no 

algoritmo do KVFinder incluem: 

● Desenvolvimento de um conjunto de estruturas proteicas 

representativas do PDB; 

● Aprimoramento e implementação de descritores de propriedades nas 

cavidades prospectadas. 

4 METODOLOGIA 

 O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Biologia Computacional (LBC), 

parte do Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), no Centro Nacional de Pesquisa 

em Energia e Materiais (CNPEM), contando com a infraestrutura disponível no centro, 

incluindo um cluster de computação de alto desempenho com 15 nós e 92 núcleos de 

processamento. As etapas computacionais foram desenvolvidas, basicamente, 
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através das linguagens de programação C e Python, e do programa de visualização 

molecular PyMOL. 

As etapas de desenvolvimento foram divididas em: atualização e otimização, 

implementação de computação paralela, melhorias incrementais, desenvolvimento de 

conjunto de testes e implementação de descritores de propriedades em cavidades 

biomoleculares. 

4.1 Atualização e otimização 

A versão do programa KVFinder publicada em Oliveira et al. (2014) foi 

desenvolvida para os sistemas operacionais Windows 7 e Ubuntu 12.04, e o programa 

PyMOL v1.6. As rotinas atualmente empregadas no programa KVFinder estão 

descritas na Figura 11. Como essas versões estão obsoletas, as atualizações do 

código-fonte e do plugin gráfico do KVFinder são necessárias para que a ferramenta 

tenha amplo acesso à comunidade científica. Além disso, também foi realizada a 

modernização da interface gráfica do plugin com o intuito de facilitar a utilização do 

programa por parte do usuário. 

A implementação da nova versão do KVFinder, parKVFinder, utilizou as 

linguagens de programação ANSI C aliada à gama de bibliotecas built-in da 

linguagem. Os códigos foram compilados em ambiente UNIX, Windows e macOS, o 

programa apresenta compatibilidade com os sistemas operacionais Ubuntu 18.04, 

Windows 10 e macOS Mojave. A maior interatividade com o usuário final é garantida 

pelo KVFinder PyMOL plugin, desenvolvido em Python com toolkit gráfico Tk, 

integrando o parKVFinder com o programa de visualização PyMOL v1.8. 

Anterior à implementação das rotinas de computação paralela, a compreensão 

e refatoração do código-fonte foram realizadas para aumentar a legibilidade por parte 

dos usuários e futuros desenvolvedores. Com a compreensão das rotinas do 

KVFinder, o escopo da otimização foi a remoção de redundâncias, a reestruturação 

de funções e estruturas de dados, a implementação de retentores (buffers) para a 

escrita de arquivos e a padronização dos arquivos de parâmetros (arquivos de 

configuração) e resultados. Além disso, a remoção de possíveis fontes de erro, como 

a variação das dimensões da grade tridimensional em função do espaçamento de 

grade e diâmetro da sonda Probe Out para a mesma biomolécula, também foi 

abordada. 
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Figura 11: Fluxograma das rotinas empregadas no KVFinder. As rotinas atuam na prospecção e 
caracterização espacial de cavidades biomoleculares.  

 

A refatoração é necessária para reduzir o tempo computacional de execução e 

identificar gargalos no algoritmo e a implementação de retentores de escrita reduz o 
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tempo computacional de escrita em disco. A reestruturação das estruturas de dados 

passa pela criação de registros (structs na linguagem C) capazes de acumular os 

parâmetros de entrada e os resultados finais. O registro dos parâmetros de entrada 

do parKVFinder possui um tamanho fixo na memória, não necessitando de uma 

estrutura de dados complexas, sendo apenas o agrupamento de inteiros, pontos 

flutuantes e cadeias de caracteres. Por outro lado, o registro dos resultados finais do 

parKVFinder possui tamanho variável por depender do número de cavidades 

encontradas pelo sistema de dupla sonda, exigindo a alocação dinâmica desse 

registro na memória conforme o número de cavidades encontrado. Além disso, os 

resultados como a lista de resíduos que cercam a cavidade encontrada necessitam 

de uma estrutura de dados especial, sendo agrupados na forma de lista encadeada 

com inserção ordenada de elementos.  

A facilitação do uso e compreensão dos parâmetros usados pelo parKVFinder 

foram propiciados pela implementação de um arquivo de configurações padrão, como, 

por exemplo, TOML (Tom’s Obvious, Minimal Language; https://github.com/toml-

lang/toml), JSON (JavaScript Object Notation; https://www.json.org/) e YAML (YAML 

Ain’t Markup Language; http://yaml.org/). Os formatos de serialização de código 

aberto, TOML, JSON e YAML, definem os parâmetros e as configurações iniciais de 

programas computacionais, sendo aplicáveis como arquivos de parâmetros e 

resultados do parKVFinder por apresentarem um sistema de chave-valor de fácil 

compreensão e edição. Estes formatos podem representar estruturas complexas de 

dados de uma forma simples, diferenciando variáveis, como números inteiros, 

números reais (pontos flutuantes), booleanas e cadeias de caracteres (strings), e 

estruturas, como vetores e tabelas. No entanto, a escrita de comentários no arquivo é 

possível apenas nos formatos TOML e YAML, que serve para documentar os dados 

passados aos arquivos, sem executar nenhum tipo de comando. Por fim, as diferenças 

entre os formatos de serialização consistem na diferença de sintaxe do arquivo e na 

escrita de comentários. Exemplos de arquivos de configuração nos formatos TOML, 

JSON e YAML estão apresentados no Anexo A.  

As grades tridimensionais utilizadas no KVFinder são definidas por um conjunto 

de quatro pontos (P1, P2, P3 e P4) da biomolécula estudada e o espaçamento de 

grade. O ponto P1 representa os pontos mínimos dos eixos X, Y e Z, e os pontos P2, 

P3 e P4 representam os pontos máximos dos eixos X, Y e Z, respectivamente. As 

unidades da grade foram definidas pelas distâncias absolutas entre as posições 
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mínimas e máximas de cada eixo acrescido do tamanho da sonda nos dois sentidos 

do eixo e divididas pelo espaçamento de grade definido pelo usuário, conforme 

apresentado pelas equações 5, 6 e 7. Como as unidades dos eixos da grade só podem 

assumir valores inteiros, os valores de m, n e o são arredondados para o número 

inteiro superior. Portanto, as grades tridimensionais apresentam variação nas suas 

dimensões com a mudança dos parâmetros “espaçamento de grade” e “diâmetro da 

sonda Probe Out” para uma mesma biomolécula. 

𝑚 = (𝑥H − 𝑥J) + 𝑑%
ℎ  (5) 

𝑛 = (𝑦L − 𝑦J) + 𝑑%
ℎ  (6) 

𝑜 = (𝑧M − 𝑧J) + 𝑑%
ℎ  (7) 

Onde m, n e o são as unidades da grade nos eixos X, Y e Z, respectivamente, ℎ é o 

espaçamento da grade, 𝑑% é o diâmetro da sonda Probe Out, 𝑥0, 𝑦0 e 𝑧0 são as 

coordenadas nos eixos X, Y e Z, respectivamente, no ponto Pi para i em {1, 2, 3, 4}. 

No entanto, o espaçamento de grade não se mantém fixo e sofre pequenas 

oscilações devido ao modo que a grade e suas unidades são calculadas, gerando 

imprecisões numéricas associadas à detecção dos pontos de cavidades e 

caracterização espacial em uma mesma biomolécula. Essas imprecisões são 

vinculadas ao arredondamento das unidades de cada eixo de grade. Contudo, essas 

imprecisões numéricas podem ser mitigadas no parKVFinder pela utilização de 

unidades de grade múltiplas do espaçamento de grade, ou seja, o comprimento de 

cada eixo deve ser múltiplo do espaçamento de grade escolhido pelo usuário. Para 

que isso seja possível, a posição mínima de cada eixo será subtraída de um valor de 

forma que a posição resultante seja múltipla do espaçamento da grade e a posição 

máxima de cada eixo será adicionada de um valor de maneira que a posição resultante 

seja múltipla do espaçamento de grade. Por meio desta alteração, a grade 

tridimensional é padronizada para os parâmetros de entrada do programa 

parKVFinder, mitigando a sua principal fonte de imprecisão numérica.  

4.2 Implementação de computação paralela  

Primeiramente, a análise do perfil e desempenho computacional do programa 

KVFinder foi realizada com a ferramenta Valgrind (http://valgrind.org/), que é uma 
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estrutura de instrumentação para construir ferramentas de análise dinâmica. Valgrind 

possui um conjunto de ferramentas, cada qual executa algum tipo de tarefa de 

depuração, criação de perfil ou tarefas similares que ajudam a aprimorar os 

algoritmos. Para a análise de perfil e desempenho, a ferramenta de interesse é o 

callgrind, que é uma ferramenta de criação de perfil plano e gráfico de chamada. O 

perfil plano fornece o tempo de execução gasto em cada função e sua porcentagem 

em relação ao tempo total de execução. O gráfico de chamada apresenta, para cada 

função, qual função a chamou e qual foi chamada por ela. Desta forma, a ferramenta 

é capaz de determinar as funções gargalo e quais são as mais essenciais ao 

funcionamento do programa. 

Em posse das funções gargalo, a independência dos dados executados em 

cada função foi avaliada para determinar a viabilidade da abordagem paralela em cada 

uma dessas funções. As funções que se mostraram paralelizáveis, foram 

paralelizadas por meio de uma interface de programação de aplicações (API) OpenMP 

(http://www.openmp.org/), baseada no modelo bifurcar-juntar para paralelizar a 

execução de programas em sistemas de multiprocessadores e sistemas de memória 

compartilhada para as linguagens de programação C, C++ e Fortran. A metodologia 

utilizada pelo API OpenMP consiste na implementação de múltiplos processos, sendo 

que um processo principal cria uma quantidade pré-definida de processos paralelos, 

conjuntos de dados ou instruções. Quando esse grupo de processos paralelos 

completa suas tarefas, eles são sincronizados e finalizados, mantendo apenas o 

principal. Os processos paralelos são executados concorrentemente, sendo alocados 

em diferentes processadores de acordo com o uso de recursos e balanceamento de 

tarefas na máquina. Além disso, o balanceamento das tarefas também foi aplicado 

nos processos paralelos criados pelo API para distribuir quantidades de trabalho 

iguais entre eles de forma a mantê-los ocupados a todo momento. 

4.3 Melhorias incrementais no parKVFinder 

Ainda que o parKVFinder tenha passado por técnicas de atualização, 

otimização e computação paralela, o programa ainda possui espaço para melhorias 

incrementais em suas rotinas. As melhorias incrementais são focadas no aumento da 

usabilidade e na redefinição de alguns conceitos do estado da arte do programa. As 

melhorias são: definição dos pontos de superfície, implementação do parâmetro 
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4.3.3 Implementação de método indireto do espaçamento de grade 

A definição do espaçamento de grade pelo usuário não é intuitiva, ainda mais 

para usuários inexperientes em métodos baseados em grade. A implementação de 

uma alternativa à definição direta do espaçamento de grade facilita a utilização do 

programa parKVFinder por usuários iniciantes. A definição indireta é baseada no 

conceito de resolução de imagem, porém o método utiliza o volume dos voxels ao 

invés da área dos pixels para definir a resolução. O método indireto disponibiliza 

volumes pré-determinados de voxel (resoluções) para posteriormente determinar o 

espaçamento de grade. 

4.3.4 Desenvolvimento de interface de linha de comando 

A interatividade do programa parKVFinder com o usuário final depende da 

interface gráfica do programa de visualização molecular PyMOL. No entanto, esse tipo 

de interatividade limita análises em larga escala, sendo que não é possível interagir 

diretamente com o programa parKVFinder sem o arquivo de parâmetros. Para superar 

essa limitação, a interface de linha de comando integrada ao programa parKVFinder 

foi desenvolvida e aceita os mesmos parâmetros customizáveis disponíveis no arquivo 

de parâmetros e no plugin gráfico do PyMOL. Os parâmetros que não forem passados 

pelo usuário assumem os valores padrões definidos pelo programa, excetuando o 

caminho para o arquivo PDB alvo. Além disso, a interface de linha de comando 

também aceita o caminho para o arquivo de parâmetros. 

 A interface de linha de comando apresenta limitações na segregação do 

espaço por não ser possível visualizar as estruturas tridimensionais das biomoléculas. 

Para superar essa limitação, dois métodos de segregação do espaço a ser analisado 

foram desenvolvidos para a interface de linha de comando. O primeiro método, 

denominado caixa de busca customizado, utiliza um arquivo separado por tab com as 

coordenadas mínimas e máximas de cada eixo (Figura 14A) para construir a caixa de 

busca. Já o segundo método, denominado caixa de busca por resíduos, utiliza um 

arquivo separado por tab com uma lista de resíduos na forma número do resíduo na 

estrutura e caracteres identificadores da cadeia separados por um sublinhado (Figura 

14B), e um valor espaçador (padding) em ångströms. O método recupera os valores 

mínimos e máximos do conjunto de resíduos passados, e o comprimento do 

espaçador é adicionado aos valores máximos de cada eixo e subtraído dos valores 
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𝐴𝑖? =N𝑊𝑗 ⋅ 𝑁𝑆,𝑗,𝑖
6

𝑗=1
 (8) 

Onde 𝐴𝑖? é a estimativa da área superficial da cavidade i, 𝑊1é o peso da classe j de 

voxels de superfície e 𝑁.,1,0 é o número de voxels de superfície da classe j na 

cavidade i.  

4.5.1.2 Profundidade 

A metodologia do descritor da profundidade implementado no novo programa 

parKVFinder utiliza o sistema de flags numéricas usada na grade tridimensional para 

identificação de cavidades biomoleculares. O sistema de dupla sonda determina os 

pontos de cavidade, pontos de biomolécula e pontos de meio com as flags 1, 0 e -1, 

respectivamente. Após o agrupamento dos pontos de cavidade pelo algoritmo DFS, 

os pontos de cavidades localizados a uma unidade de grade de um ponto de meio são 

os pontos de fronteira cavidade-meio, que são identificados como o valor negativo da 

flag numérica da cavidade correspondente. Para cada ponto da cavidade, as 

distâncias euclidianas entre o ponto e a fronteira cavidade-meio são calculadas. Por 

fim, a profundidade de cada ponto de cavidade é definida pela menor distância 

euclidiana entre o ponto e a fronteira. No entanto, existem cavidades que não 

possuem contato com o meio, ou seja, são bolsões enclausurados dentro da 

biomolécula (voids). Esse tipo de ponto tem sua profundidade definida como zero por 

não ser acessível por este método. Os valores de profundidade em cada ponto de 

cavidade serão projetados na estrutura de saída através do fator de temperatura. O 

arquivo de resultados do parKVFinder apresenta a profundidade máxima e a 

somatória das profundidades, definida como volume de profundidade, para cada 

cavidade encontrada. 

4.5.2 Descritores de propriedades constitucionais 

Os descritores de propriedades constitucionais do programa parKVFinder são a 

composição e características dos resíduos formadores das cavidades e a contagem 

desses resíduos. 
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cada cavidade encontrada. Além disso, a quantidade de tipos e classes de resíduos 

presentes em uma cavidade são contabilizados, assim essas estatísticas dos resíduos 

são apresentadas por cavidade encontrada. 

4.5.3 Descritores de propriedades físico-químicas 

Ainda, novos descritores de propriedades físico-químicas também foram 

implementados no parKVFinder, dentre eles estão as escalas de hidrofobicidade e o 

potencial eletrostático. 

4.5.3.1 Escalas de hidrofobicidade 

O amplo estudo do conceito de hidrofobicidade foi responsável pela geração 

de diversas escalas. Os variados métodos para obtenção e parametrização são 

aplicados nas escalas, sendo eles: coeficiente de partição, técnicas de cromatografia, 

cálculos de área acessível ao solvente, mutação sítio dirigida e mensuração de 

propriedades físicas. No entanto, atualmente não existe um consenso a respeito de 

qual escala melhor representa o efeito hidrofóbico (BISWAS; DEVIDO; DORSEY, 

2003), sendo assim, é dado ao usuário a opção de representar a cavidade obtida pelo 

parKVFinder de acordo com as seguinte escalas: Kyte & Doolittle (KYTE; DOOLITE, 

1982), Wimley & White (WIMLEY; WHITE, 1996), Hessa & Heijne (HESSA et al., 

2005), Zhao & London (ZHAO; LONDON, 2006) e Moon & Fleming (MOON; 

FLEMING, 2011) . 

A metodologia das escalas de hidrofobicidade emprega um dicionário 

customizável de escalas de hidrofobicidade, nomeado hidrophobicity_scales, que 

contém o nome da escala, a referência para o artigo, o código de três letras do resíduo 

e seus respectivos valores na escala (Figura 18A). O dicionário tem suas informações 

carregadas no programa, sendo que cada escala carregada recebe um índice 

numérico (Figura 18B). Após o carregamento do dicionário pelo parKVFinder, uma 

grade tridimensional é criada para acumular os resíduos mais próximos dos pontos de 

superfície das cavidades. Os voxels da grade acumulam o código de uma letra do 

resíduo mais próximo. Para determinar o resíduo mais próximo dos pontos de 

superfície, as distâncias euclidianas entre os átomos do PDB e os pontos de 

superfície, considerando o raio de van der Waals do átomo e o diâmetro da sonda 

Probe In, são calculadas. E assim, o voxel do ponto de superfície acumula o código 

de uma letra do resíduo de menor distância para o mesmo. Por fim, os valores de cada 
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comunidade científica. O pacote PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004) estima os 

estados de protonação das biomoléculas, adiciona átomos de hidrogênio e alguns 

átomos pesados ausentes à estrutura cristalográfica, e assinala valores de carga e 

raio de acordo com o campo de força Parse, tendo o arquivo PDB como entrada e um 

arquivo PQR como saída do pacote.  

O pacote APBS calcula o potencial eletrostático com cálculos de diferenças 

finitas configurado automaticamente pelo comando mg-auto. O arquivo PQR gerado 

pelo PDB2PQR serve como entrada do pacote APBS junto com um conjunto de dez 

parâmetros customizáveis. Os parâmetros incluem: (1) formulação da PBE a ser 

solucionada (PBE linear, não-linear ou forma linear regularizada), (2) condição de 

contorno para PBE (condição de contorno “zero”, Debye-Hückel simples ou Debye-

Hückel múltiplo), (3) método de mapeamento das cargas pontuais da biomolécula na 

grade (discretização por splines lineares, beta-spline cúbico ou beta-spline quíntico), 

(4) modelos usados na construção das constantes dielétricas e acessibilidade de íons 

(mol, smol, spl2 e spl4), (5) constante dielétrica do soluto, (6) constante dielétrica do 

solvente, (7) número de pontos de quadratura por ångström quadrado para usar em 

termos de superfície de cálculo, (8) raio das moléculas de solvente, (9) taxa de 

alteração para definições de superfícies baseadas em spline e (10) temperatura do 

sistema. Todas os parâmetros descritos acima possuem valores padrões, caso não 

sejam definidos pelo usuário. 

A execução dos pacotes APBS-PDB2PQR é assíncrona à execução das 

rotinas do parKVFinder. A função fork cria um novo processo, processo filho, que é 

executado simultaneamente com o processo pai, programa parKVFinder. O processo 

filho executa as instruções dos pacotes APBS-PDB2PQR para o cálculo do potencial 

eletrostático. O processo pai, ao terminar de executar todas rotinas para detecção e 

caracterização de cavidades biomoleculares, excetuando o cálculo do potencial 

eletrostático, aguarda o processo filho terminar a execução de suas rotinas. A 

execução assíncrona só ocorre para o cálculo de potencial eletrostático, não 

ocorrendo em nenhuma outra seção do programa parKVFinder. 

Após a execução dos pacotes APBS-PDB2PQR, o mapa eletrostático 

(<PDB>.APBS.potential.dx) é escrito no formato de dados escalares OpenDX. Esse 

arquivo é lido pelo programa e os dados de potencial são inseridos na grade 

tridimensional de forma direta, sem interpolação dos dados. Vale ressaltar que 

arquivos de potencial eletrostático em OpenDX podem ser passados diretamente ao 
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parKVFinder, não necessitando da execução dos pacotes APBS-PDB2PQR 

integrados ao parKVFinder, sendo inseridos na grade tridimensional da mesma forma. 

Por fim, os valores do potencial eletrostático são projetados nas cavidades 

encontradas no arquivo PDB de saída (<PDB>.APBS.pdb) através do fator de 

temperatura. O arquivo de resultados do parKVFinder apresenta o potencial 

eletrostático médio de cada cavidade encontrada. 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Desenvolvimento do conjunto de testes 

 Para avaliação do desempenho computacional das novas versões do programa 

KVFinder, o conjunto de testes, kv1000, foi desenvolvido como um subconjunto 

representativo do repositório RCSB PDB. As estatísticas do repositório foram 

coletadas no dia 30 de janeiro de 2019, sendo esses dados utilizados como base para 

elaborar um subconjunto representativo do RCSB PDB. Nesta data, 148.243 

estruturas estavam depositadas no repositório RCSB PDB, divididas em quatro tipos 

moleculares (Figura 19).  

 

Figura 19: Distribuição de tipos moleculares no repositório RCSB PDB. 

 

A partir do conjunto de 148.243 estruturas do RCSB PDB, são mantidas apenas 

as 137.525 (92,77%) estruturas correspondentes a proteínas. Destas estruturas 

proteicas, existem 70.909 (51,56%) estruturas classificadas como enzimas pelos 
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critérios do RCSB PDB e a distribuição dos tipos enzimáticos dentro desse 

subconjunto está apresentado na Figura 20. 

 

Figura 20: Distribuição de tipos enzimáticos no repositório RCSB PDB. 

 

Destas estruturas contendo proteínas, o repositório determinou a existência de 

252.809 entidades proteicas distintas. A distribuição de massa molecular das 

entidades proteicas distintas está apresentada na Figura 21. O banco de dados 

MUFOLD-DB (HE et al., 2014) realizou a filtragem das entidades distintas e 

recuperação de suas respectivas estruturas atômicas. A partir dessas entidades 

proteicas, o MUFOLD-DB manteve as entidades com similaridade menor que 30%, 

estruturas obtidas a partir da difração de raios X e massa molecular maior que 9 kDa. 

Esses critérios têm o intuito de eliminar estruturas proteicas com alta redundância em 

termos de similaridade sequencial e estrutural, baixa resolução estrutural e estruturas 

de possíveis ligantes. Desta maneira, obtém-se 12.315 (4,87% das entidades 

distintas) entidades proteicas com baixa similaridade e alta resolução. 

 As entidades distintas de baixa similaridade e alta resolução do MUFOLD-DB 

foram selecionadas aleatoriamente para compor o kv1000, seguindo um conjunto de 

regras como replicar as distribuições entre enzimas e não-enzimas (51,56% enzimas 

e 48,43% não-enzimas), de classes enzimáticas (Figura 20) e massa molecular das 

entidades (Figura 21B) do repositório RCSB PDB. Além disso, também foi definido um 

percentual máximo de entidades de um tipo de classificação não-enzimática. Como o 

maior subconjunto não-enzimático é a classificação “Sistema Imune”, e o mesmo 
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atualização, otimização e paralelização destas rotinas, mas sem esquecer das 

pequenas contribuições advindas das demais rotinas do KVFinder.  

Tabela 2: Informações das funções do programa KVFinder pela ferramenta Valgrind. O tempo 
computacional e número de chamadas de cada função foram obtidos pela execução do programa para 
o PDB 5HKV.  

Nome da 
função 

Número de 
chamadas 

Descrição 
Tempo 

computacional 
(% do total) 

Matrix_surf 2 
Homogeiniza as superfícies moleculares 

geradas pelas sondas Probe In e Probe Out 
7m57s (45,94%) 

Matrix_subtract 1 
Comparação das grades 3D preenchidas 

com sistema de dupla sonda 
5m08s (29,71%) 

Matrix_fill2 2 
Preenchimento da grade 3D com a 

biomolécula estudada e a sonda escolhida 
(Probe In ou Probe Out) 

1m44s (10,00%) 

sqrt 6.641.978.101 
Calcula a raiz quadrada positiva de um 

double 
44s (4,28%) 

check_pos 13.670.758 

Verifica se os pontos vizinhos ao ponto 
analisado são pontos de biomolécula ou 

estão ao lado de um ponto que seja vizinho a 
um ponto de biomolécula 

33s (3,15%) 

DFS_search 1 
Agrupa de pontos pertencentes a mesma 

cavidade por busca em profundidade 
27s (2,56%) 

remove_cavity 89 
Remove a tag dos pontos das cavidades que 

não atingiram o volume de corte 25s (2,42%) 

Matrix_export 1 
Exporta os pontos de cavidades no formato 

de arquivo PDB 
21s (2,02%) 

Matrix_search 1 
Recupera os resíduos em contato com as 

cavidades 4s (0,40%) 

ceil 1.455.399.602 Retorna o número inteiro superior 4s (0,38%) 

floor 748.583.069 Retorna o número inteiro inferior 2s (0,19%) 

get_line 1.865.462 Extrai linha dos arquivos lidos  1s (0,12%) 

Matrix_initialize 3 
Atribui o valor inteiro 1 para todos os voxels 

da grade 3D 
1s (0,07%) 

Matrix_initialize2 2 
Atribui o double 0.0 para todos os voxels da 

grade 3D 
1s (0,05%) 

Matrix_surface 1 
Aplica filtro para determinação dos pontos de 

superfície das cavidades 
1s (0,05%) 

Area_search 1 
Realiza a estimativa de área superficial das 

cavidades 
0,3s (0,03%) 

main 1 Programa KVFinder completo 17m18s (100%) 
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De acordo com o fluxograma da Figura 11, o programa antigo apresenta 

algumas falhas lógicas nas rotinas empregadas. A preparação e escrita dos resultados 

do programa (<PDB>.KVFinder.output.pdb e <PDB>.KVFinder.results.txt) são contra-

intuitivos pela escrita não ser realizada totalmente dentro do KVFinder e ser 

dependente do plugin gráfico. Logo, os arquivos de saída são distintos quando 

executamos o programa diretamente e via plugin gráfico do PyMOL, sendo que essa 

inconsistência prejudica a utilização do programa por parte do usuário final. Com base 

nisso, a preparação e escrita de arquivos passou a ser realizada totalmente pela nova 

versão do KVFinder, assim padronizando os arquivos de saída independente da forma 

de chamada do programa. Além disso, a etapa intermediária de escrita dos resíduos 

que cercam as cavidades no arquivo cavres.txt foi removida. Esse arquivo não é 

empregado em nenhuma rotina do programa, sendo utilizado apenas para escrever 

esses resíduos no arquivo de resultados, onde serão utilizados pelo plugin gráfico 

para identificar estes resíduos no PyMOL. 

O arquivo de resultados (<PDB>.KVFinder.results.txt) e o arquivo de 

parâmetros (Parameters.txt) não são formatos de serialização que facilitam o uso e 

compreensão pelo usuário. Os modelos de escrita de arquivos de configuração padrão 

TOML, JSON e YAML foram testados e o formato TOML foi adotado como arquivo de 

resultados (<PDB>.KVFinder.results.toml) e arquivo de parâmetros (parameters.toml) 

por causa de sua simplicidade e facilidade para uso e compreensão por parte do 

usuário. Exemplos de arquivos de parâmetros e fragmentos dos arquivos de 

resultados da versão antiga (Parameters.txt e <PDB>.KVFinder.results.txt) e da nova 

versão do parKVFinder (parameters.toml e <PDB>.KVFinder.results.toml) estão 

apresentados no Anexo B. 

A reestruturação das funções no procedimento de refatoração passou pela 

substituição de variáveis por ponteiros nas chamadas, reduzindo as etapas de 

duplicação de memória dentro do programa. Com a passagem de ponteiros, as 

variáveis globais podem ter seu valor alterado dentro das funções locais chamadas 

no programa em detrimento da atribuição do valor da variável local para a variável 

global. Além disso, as rotinas empregadas nas funções foram simplificadas para 

realizar menos atribuições e remover iterações desnecessárias, como a conversão de 

tipos de variáveis, leitura dos parâmetros de entrada, testes de decisão e redução do 

número de variáveis intermediárias. Desta forma, a redução e simplificação das 

atribuições realizadas, diminuíram o tempo computacional de execução do programa 



 

 

61 

Aliado a reestruturação de funções, a reestruturação das estruturas de dados para os 

parâmetros de entrada e os resultados finais simplificou a organização do código-

fonte, o processamento de resultados parciais e o procedimento de escrita em disco. 

Por outro lado, a presença destes registros aumentou o consumo de memória, mas 

mantendo a eficiência e não prejudicando a execução do programa. 

 A refatoração também avaliou as rotinas empregadas quanto a redundância 

das tarefas executadas. Foram identificados testes de decisão para instruções que 

serão executadas independente das condições passadas ao programa. Sendo assim, 

estes testes de decisão podem ser removidos das rotinas do programa. Além disso, 

as funções Matrix_initialize e Matrix_initialize2 também executam tarefas redundantes 

para o funcionamento do programa KVFinder, pois as grades tridimensionais já têm 

seu valor inicializado em cada voxel quando as mesmas são criadas. Além disso, a 

função Matrix_initialize2 inicializa a grade tridimensional de voxels do tipo double e 

essa grade não é utilizada nas rotinas empregadas no programa. Porém, esta 

estrutura de dados permanece como legado da primeira versão do KVFinder 

(OLIVEIRA, 2011), a qual era utilizada para acumular valores de carga dos átomos da 

biomolécula estudada. Desta forma, ambas funções não são necessárias para o 

funcionamento do programa, sendo removidas na nova versão do programa. 

O tempo de escrita em disco não aparece diretamente entre as principais 

funções do KVFinder (Tabela 2), mas as mesmas utilizam de funções para escrita em 

disco como, por exemplo, fopen, fclose e fprintf. Essas funções de escrita em disco 

são responsáveis por 7,5s (0,72%) da execução do KVFinder para a estrutura 5HKV. 

Para otimizar a escrita em disco, o registro dos resultados finais e os arquivos 

retentores de escrita foram implementados para a escrita dos arquivos de saída, 

sendo que a escrita é concentrada em uma única operação contínua ao final do 

programa devido as informações a serem escritas estarem salvas no registro criado. 

Os retentores atuam na escrita dos parâmetros essenciais para interpretação dos 

resultados, como caminhos para arquivos e “espaçamento de grade”, e dos 

descritores de propriedades para as cavidades encontradas 

(<PDB>.KVFinder.results.toml), as coordenadas dos pontos de cavidade 

(<PDB>.KVFinder.output.pdb) e a documentação da execução do programa KVFinder 

(KVFinder.log). Essas modificações são capazes de reduzir o tempo computacional 

desta tarefa para 1,2s (0,11%) da execução do KVFinder para a estrutura 5HKV.  
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Para a análise de desempenho da atualização e otimização do programa 

KVFinder, é necessário definir o conceito de speedup. Partindo de uma mesma 

configuração computacional, o speedup, Equação 9, é a razão do tempo 

computacional entre dois programas que processam o mesmo problema. Neste caso, 

o speedup será a razão do tempo computacional do programa antigo pelo tempo 

computacional do programa atualizado e otimizado. 

𝑆	 = 	 𝑡H𝑡J 
(9) 

Onde 𝑆 é o speedup entre os programas 1 e 2, 𝑡J é o tempo computacional de 

execução do programa 1 e 𝑡H é o tempo computacional do programa 2. 

 

Figura 25: Desempenho computacional das versões do KVFinder. Gráfico de barras do tempo 
computacional de execução das versões do KVFinder otimizado e atualizado (vermelho) e antiga 
(ciano). O tempo computacional e o speedup estão apresentados para faixas de massa molecular 
das entidades proteicas do conjunto k1000. A escala do tempo computacional está apresentada no 
eixo da esquerda e do speedup no eixo da direita.  

 

O novo programa KVFinder atualizado e otimizado e o programa KVFinder 

antigo foram executados em três replicatas para as 1000 entidades proteicas do 

conjunto de testes kv1000. Os tempos computacionais de cada programa e o 
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speedup, para cada intervalo de massa molecular, estão apresentados na Figura 25. 

Os tempos computacionais de execução da versão otimizada e atualizada do 

KVFinder foram reduzidos para todas as faixas de massa molecular do conjunto de 

testes, tendo um ganho de desempenho em torno de 1,5 vezes. Uma grande 

contribuição para o menor desempenho da versão antiga do KVFinder é a escrita dos 

arquivos temporários com os resíduos formadores das cavidades, sendo um arquivo 

temporário para cada cavidade encontrada. 

Por fim, a versão otimizada e atualizada do KVFinder tem sua eficiência 

comprovada e a paralelização pode gerar um aumento significativo de desempenho 

para todas as faixas de massa molecular das entidades proteicas do conjunto kv1000. 

Portanto, a otimização e atualização do código-fonte para remover redundâncias, 

reestruturar funções e estrutura de dados, aumentar a legibilidade de usuários e 

simplificar os arquivos de entrada e saída do programa foi capaz de melhorar o 

desempenho global do KVFinder. 

5.2.2 Análise do desempenho computacional da paralelização 

 O programa KVFinder possui operações matriciais em dados independentes, o 

que possibilita a paralelização dessas rotinas por meio da interface OpenMP. 

Conforme observado anteriormente na Tabela 2, o tempo computacional de execução 

do KVFinder está concentrado em poucas funções como Matrix_surf, Matrix_subtract 

e Matrix_fill2.  

As funções Matrix_surf e Matrix_subtract possuem rotinas iterativas, na forma 

de estrutura de controle de repetição for, com dados independentes, sendo possível 

o acesso simultâneo dos voxels da grade e aplicação simultânea de funções nas 

informações contidas nesses voxels sem o comprometimento do resultado final do 

programa. A paralelização das estruturas de repetição é realizada por meio da diretiva 

de compilação #pragma omp for collapse do OpenMP. A alocação das instruções é 

feita de maneira dinâmica, ou seja, o balanceamento de tarefas será aplicado nos 

processos paralelos criados a fim de distribuir instruções entre elas de forma a mantê-

las ocupadas a todo momento. Essa alocação dinâmica é realizada por meio da 

diretiva de compilação #pragma omp for schedule(dynamic) do OpenMP. Por outro 

lado, a função Matrix_fill2 depende de uma estrutura de lista encadeada simples, 

impossibilitando a paralelização desta função, pois cada elemento da sequência é 
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armazenado em uma célula da lista e cada célula acumula o endereço da célula 

posterior.  

 Apesar das funções Matrix_surf e Matrix_subtract serem responsáveis por 

grande parte da carga computacional, as funções remove_cavity e Matrix_filter 

também possuem suas contribuições e podem ser paralelizadas. A função 

remove_cavity remove os identificadores numéricos das cavidades que não atingem 

o volume de corte escolhido pelo usuário. A função Matrix_filter seleciona os pontos a 

serem utilizados dentro do espaço de busca definido pelo usuário. Ambas funções 

realizam operações em dados independentes e as operações dentro delas 

independem da ordem que são realizadas. A paralelização das estruturas de repetição 

for também é pela diretiva de compilação #pragma omp for collapse. Sendo assim, o 

balanceamento de tarefas ocorre de forma a manter todos os processos ocupados e 

um conjunto de instruções não precisam esperar pela finalização de um conjunto 

anterior de instruções para iniciar. Então, o comando nowait é adicionado a diretiva 

anterior e a alocação dinâmica também é realizada pela diretiva de compilação 

#pragma omp for schedule(dynamic). A definição das diretivas de compilação do 

OpenMP utilizadas no parKVFinder estão apresentadas no Anexo C. 

A análise de desempenho da versão paralelizada do KVFinder depende dos 

conceitos de speedup e eficiência. O conceito de speedup já foi definido pela Equação 

9 e, neste caso, será a razão do tempo computacional da versão serial pelo tempo 

computacional da versão paralela. O conceito de eficiência para p processos, 

Equação 10, é a porcentagem da razão do speedup para p processos pelo número de 

processos. 

𝐸%(%) 	= 	
𝑆%
𝑝 ⋅ 100% (10) 

Onde 𝐸% é a eficiência do programa para p processos, 𝑆%  é o speedup para 𝑝 

processos e 𝑝 é o número de processos. 

A nova versão atualizada, otimizada e paralelizada do programa KVFinder, 

parKVFinder, foi executada em três replicatas para as 1000 entidades proteicas do 

conjunto de testes kv1000, variando o número de processos desde 1 até 24 

processos. Os tempos computacionais, o speedup e a eficiência para cada intervalo 

de massa molecular das entidades proteicas do conjunto de testes kv1000 no 

parKVFinder estão apresentados na Figura 26. 
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Para o caso de estudo da atualização, otimização e paralelização (Figura 23), 

aproximadamente 80% das funções executadas pelo programa são paralelizáveis 

(Tabela 2), porém esta fração é variável e dependente da biomolécula estudada. Com 

base na Figura 26B, a paralelização atingiu um comportamento praticamente linear 

para uma pequena quantidade de processos e um comportamento assintótico para 

uma grande quantidade de processos, conforme previsto pela Lei de Amdahl (Figura 

10). O comportamento da paralelização no parKVFinder não obedece às 

considerações da Lei de Gustafson, pois o programa tem um problema de tamanho 

fixo para a mesma biomolécula e o aumento de recursos computacionais não acelera 

as partes sequenciais. Além disso, a eficiência da paralelização diminui de forma 

logarítmica com o número de processos utilizados Figura 26C, indicando que existe 

um limite para o ganho de desempenho com o aumento do número de processos 

aplicados ao programa. A contribuição de cada processo ao ganho de desempenho 

do programa diminui com o número de processos adicionados, indicando que as 

perdas por comunicação e distribuição de tarefas penalizam o ganho de 

processamento concorrente. 

Portanto, a nova versão paralela do KVFinder, parKVFinder, foi implementada 

com rotinas de computação paralela, gerando um aumento de desempenho e melhor 

utilização dos recursos computacionais. Desta forma, possibilitando a inclusão e 

aprimoramento dos descritores de propriedades espaciais, físico-químicas e 

constitucionais no parKVFinder. Assim, melhorando a descrição e as possibilidades 

de análise de sítios de ligação em uma grande gama de estruturas biomoleculares. 

5.3 Melhorias incrementais no parKVFinder 

As melhorias incrementais implementadas no novo programa parKVFinder são: 

definição dos pontos de superfície, implementação do parâmetro “distância de 

remoção”, implementação de método de definição indireta do espaçamento de grade 

e desenvolvimento de interface de linha de comando. 

5.3.1 Definição dos pontos de superfície 

 A definição dos pontos de superfície das cavidades é importante para a 

avaliação da forma e área superficial. O filtro de pontos adjacentes implementado no 

KVFinder considera os pontos de superfície como pontos de cavidade em que pelo 

menos um ponto adjacente é um ponto de biomolécula. O novo filtro de pontos 
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A partir das comparações na Figura 28, é possível observar que o filtro de 

pontos vizinhos define menos pontos como pontos de superfície em comparação ao 

filtro de pontos adjacentes. Essa diferença na definição dos pontos de superfície indica 

que a área superficial das cavidades biomoleculares é superestimada no programa 

antigo como também a forma é imprecisa, pois os pontos de superfície do novo filtro 

são formados por uma camada com espessura de apenas um ponto de superfície, 

diferentemente do filtro aplicado no programa KVFinder. Além disso, como afirmado 

anteriormente (Figura 12B), os pontos de superfície serão marcados como átomos HS 

no arquivo PDB de saída e esses átomos também poderão ser visualizados como 

nb_spheres vermelhas no PyMOL para diferenciar os pontos de superfície dos demais 

pontos da cavidade. Portanto, o novo filtro de pontos vizinhos é mais eficiente para 

determinação dos pontos de superfície e a distinção dos pontos de superfície dos 

demais pontos de cavidade aprimora a visualização da forma das cavidades usando 

átomos HS para pontos de superfície e átomos H para os demais pontos da cavidade. 

5.3.2 Implementação do parâmetro “distância de remoção” 

 O parâmetro não-customizável de distância de remoção era definido por quatro 

unidades de grade em cada direção independente do espaçamento de grade 

escolhido pelo usuário. No novo programa parKVFinder, o parâmetro é customizável 

pelo usuário e recebe um valor de comprimento em ångströms ao invés de unidades 

de grade, sendo menos dependente do espaçamento de grade escolhido.  

 O parâmetro “distância de remoção” ajuda a definir o teto das cavidades para 

um mesmo valor de espaçamento de grade e diâmetro da sonda Probe Out. Para 

avaliar a influência da distância de remoção na definição do teto da cavidade e 

prospecção de cavidades superficiais, as cavidades da estrutura 1FMO foram 

prospectadas para diferentes valores de distância de remoção, mantendo os pontos 

de cavidade que estão a menos de 8,0 ångströms do ligante, adenosina ou inibidor 

PKI, e usando o diâmetro da sonda Probe Out de 8,0 ångströms e espaçamento de 

grade de 0,6 ångström. A comparação do tetos da cavidade do sítio de ligação da 

adenosina e da capacidade de prospecção da cavidade superficial do sítio de ligação 

da PKI na estrutura 1FMO estão na Figura 29. 
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As prospecções da cavidade do sítio de ligação da adenosina variam com a 

distância de remoção escolhida, conforme apresentado na Figura 29D. Neste caso, a 

variação é do teto da cavidade biomolecular, pois a redução da distância de remoção 

causa a elevação do teto da cavidade. Por outro lado, as detecções da cavidade do 

sítio de ligação da PKI também variam com o valor de distância de remoção, conforme 

apresentado na Figura 29H. A variação deste parâmetro também impacta na 

capacidade de prospectar uma cavidade superficial, sendo que a redução da distância 

de remoção possibilita a prospecção do sítio de ligação do inibidor PKI, que é um sítio 

de ligação com baixa profundidade e, portanto, um sítio de ligação superficial. Vale 

lembrar que a alteração do diâmetro da Probe Out também afeta a prospecção de 

sítios superficiais, assim como o parâmetro “distância de remoção”. Por fim, a inclusão 

do novo parâmetro customizável “distância de remoção” é vinculada a segregação das 

cavidades prospectadas e a otimização da detecção de cavidades superficiais no novo 

programa parKVFinder. 

5.3.3 Implementação do parâmetro “resolução” 

O espaçamento de grade está diretamente associado com a complexidade do 

sistema a ser resolvido e também à capacidade de prospecção das cavidades 

biomoleculares. A definição do espaçamento de grade pelo usuário é contra-intuitiva, 

assim um método de definição indireto aumentaria a usabilidade do programa. O 

método indireto de definição do espaçamento de grade consiste na escolha de três 

resoluções: Baixa (Low), Média (Medium) e Alta (High). Estas opções e seus 

respectivos volumes para os voxels da grade tridimensional estão apresentados na 

Tabela 3. Vale ressaltar que o método de definição direta do espaçamento de grade 

continuará disponível por ser útil para usuários experientes do programa, porém 

apenas um método poderá ser escolhido pelo usuário. 

 

Tabela 3: Volume de voxel definido por cada opção de resolução no programa parKVFinder. 

Resolução Volume do voxel (Å3) 

Baixa (Low) 0,2 

Média (Medium) 0,1 

Alta (High) 0,01 
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um mesmo objeto. Portanto, a inclusão do parâmetro “resolução” simplifica o uso do 

espaçamento de grade por suas opções serem mais intuitivas aos usuários. 

5.3.4 Desenvolvimento da interface de linha de comando 

 A interatividade com o programa parKVFinder com o usuário final é garantida 

pelo plugin gráfico do PyMOL e pela nova interface de linha de comando integrada ao 

código-fonte do programa (Figura 31). A interface de linha de comando possibilita a 

análise de cavidades biomoleculares em larga escala por simplificar chamadas 

iterativas de arquivos PDBs de entrada e outros parâmetros. As opções de linha de 

comando podem ser curtas (caractere precedido por ‘-’) e/ou longas (cadeia de 

caracteres precedido por ‘--’) para definir os parâmetros do programa.  

Para a execução do programa parKVFinder através da interface é definido um 

modo básico de execução, no qual os parâmetros podem ser alterados por meio das 

opções disponibilizadas, aliada a um conjunto de modos opcionais de execução, os 

quais podem ser combinados de acordo com a demanda gerada pela estrutura a ser 

analisada. A configuração básica executa a prospecção e caracterização espacial 

(volume, área superficial e profundidade) da estrutura completa. Os modos opcionais 

são: determinação do potencial eletrostático, projeção das escalas de hidrofobicidade, 

segregação do espaço por ajuste de caixa de busca (caixa de busca customizada e 

caixa de busca por resíduos), segregação do espaço por ajuste ao ligante e 

representação da superfície (van der Waals e superfície acessível ao solvente). 

A visualização dos arquivos PDB das cavidades (<PDB>.KVFinder.output.pdb, 

<PDB>.<nome_da_escala>.pdb e <PDB>.APBS.pdb) e arquivo de resultados 

(<PDB>.KVFinder.results.toml), permanece compatível com o plugin gráfico do 

PyMOL. Além disso, os arquivos PDB de cavidades podem ser lidos em outros 

programas de visualização molecular e também podem ser coloridos de acordo com 

seus valores de fator de temperatura para ilustrar a sua respectiva propriedade. Ainda, 

o conjunto de parâmetros usados na interface de linha de comando são salvos no 

formato de arquivo de parâmetros TOML com o intuito de verificar as condições 

usadas na prospecção e caracterização das cavidades encontradas pelo programa. 

 Portanto, a interface de linha de comando possibilita a análise em larga escala 

de cavidades biomoleculares, aumenta a usabilidade do programa e diminui a 

necessidade da utilização do programa via plugin gráfico integrado ao PyMOL. 
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Figura 31: Menu de ajuda da interface de linha de comando do programa parKVFinder. Os 
parâmetros podem ser definidos pelos argumentos apresentados no menu. Os parâmetros não 
definidos usam os valores padrão também apresentados no menu. 
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Figura 31 (continuação): Menu de ajuda da interface de linha de comando do programa 
parKVFinder. Os parâmetros podem ser definidos pelos argumentos apresentados no menu. Os 
parâmetros não definidos usam os valores padrão também apresentados no menu. 
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5.4 Descritores de propriedades 

 Os descritores de propriedades espaciais, constitucionais e físico-químicas 

estão apresentados e avaliados nos tópicos a seguir. As propriedades espaciais 

incluem volume, área superficial, forma e profundidade, as propriedades 

constitucionais incluem composição, características e contagem dos resíduos 

formadores das cavidades e as propriedades físico-químicas incluem as escalas de 

hidrofobicidade e o potencial eletrostático. 

5.4.1 Descritores de propriedades espaciais 

Os descritores de propriedades espaciais, volume, área superficial, forma e 

profundidade, serão apresentados e avaliados a seguir. 

As propriedades espaciais, volume, área superficial e forma, já estavam 

implementadas no programa KVFinder. No entanto, as mesmas foram atualizadas de 

forma a aumentar a acurácia. A caracterização espacial melhora com a otimização e 

paralelização pelo qual o novo programa parKVFinder passou, pois o tempo 

consumido para um detalhamento maior das cavidades prospectadas foi reduzido. 

Desta maneira, as mesmas cavidades podem ser prospectadas com um número maior 

de voxels, gerando uma melhor aproximação de volume, área superficial e forma das 

cavidades detectadas. Conforme mencionado anteriormente, o filtro de superfície do 

programa foi atualizado do filtro dos pontos adjacentes para o filtro dos pontos 

vizinhos, melhorando a caracterização da forma e a estimativa da área superficial.  

5.4.1.1 Área superficial 

A validação da área superficial de cavidades necessita de um conjunto de 

sólidos geométricos ocos, uma vez que não é possível verificar a acurácia da área das 

cavidades prospectadas em estruturas biomoleculares, pois não existe técnica 

experimental para determinar a área superficial de uma determinada cavidade. Desta 

forma, o desempenho da nova metodologia de área superficial é avaliado pela 

comparação da área superficial real e estimada de um conjunto de sólidos 

geométricos ocos (Figura 32). A comparação das áreas superficiais entre as 

metodologias de Mullikin e Verbeek (1993), KVFinder e os valores reais de cada sólido 

estão apresentados na Tabela 4. 
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Comparando os resultados dos métodos para estimativa da área superficial, 

observamos que o método adaptado de Mullikin e Verbeek (1993) tem uma redução 

no erro percentual para todos sólidos geométricos ocos (Tabela 4), exceto para o 

sólido A (cubo oco). Esse aumento do erro no sólido A ocorre pelo novo método ser 

punitivo para sistemas que possuem grandes superfícies retas, sendo que o voxel que 

compõe esse tipo de superfície tem uma face acessível e seu peso é menor que um. 

Desta maneira, se o objeto tiver grandes extensões de superfície reta, a área 

superficial será subestimada. Por outro lado, o sólido A tem o erro percentual menor 

para a metodologia antiga do KVFinder, pois esta metodologia considera as cavidades 

como objetos compostos por superfícies retas, já que o método classifica todos os 

voxels de superfície das cavidades com apenas uma face acessível. 

No entanto, as cavidades biomoleculares reais são compostas 

majoritariamente por voxels de superfície, que possuem entre duas e quatro faces 

acessíveis. Além disso, também não apresentam voxels com apenas uma face 

acessível de forma consecutiva. Desta maneira, esse sistema para voxels com uma 

face acessível só se torna punitivo para cavidades quando voxels dessa classe são 

consecutivos, pois estes voxels consideram que a área superficial é menor que a área 

da face, pois o voxel não está completamente preenchido pela superfície.  

Considerando os sólidos estudados na Figura 32, os sólidos que mais se 

aproximam do comportamento de uma cavidade biomolecular são os sólidos G (esfera 

oca) e H (calota esférica oca), pois apresentam uma distribuição de classe de voxels 

similar à distribuição na cavidade biomolecular. Além disso, os sólidos G e H 

apresentam o menor erro percentual dentre os sólidos estudados para o novo método 

implementado no programa parKVFinder. 

5.4.1.2 Profundidade 

O novo descritor da propriedade espacial de profundidade foi implementado no 

programa parKVFinder. A metodologia determina a profundidade dos pontos de 

cavidade, e escreve os valores de profundidade de cada ponto como fator de 

temperatura no arquivo PDB (Figura 33A) e os valores de profundidade máxima e 

volume de profundidade da cavidade no arquivo de resultados (Figura 33B). Para 

facilitar a visualização dos resultados, a interface gráfica do programa PyMOL colore 

os pontos das cavidades baseado nos valores de profundidade salvos como fator de 
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Analisando a Figura 36A, é possível observar a predominância de resíduos 

não-polares e alifáticos, classe R1 (verde limão), em torno da porção do sítio onde a 

adenosina se liga. Os resíduos aromáticos, classe R2 (rosa claro), parecem atuar no 

fechamento do sítio de ligação, sendo que em ambos lados do sítio os resíduos se 

combinam em pares para limitar a região do sítio de ligação. Resíduos polares 

carregados negativamente e não-carregados, classes R3 (violeta) e R4 (trigo), 

assumem posições estratégicas na proteína para estabilizar o ligante no sítio de 

ligação através de regiões mais polares. Também existe a contribuição de regiões 

polares de resíduos apolares, classes R1 (verde limão) e R3 (violeta), para a 

estabilidade do ligante através de regiões mais apolares. Os resíduos carregados 

positivamente, classe R5 (ciano pálido), se concentram na região central do sítio de 

ligação, próxima a região do fosfato-gama removido da adenosina. 

Baseado nos histogramas da Figura 36B, a contagem dos tipos de resíduos é 

homogênea, não apresentando a preferência por nenhum resíduo específico. Já o 

histograma da Figura 36C, apresenta uma frequência alta de resíduos e uma alta 

frequência de resíduos polares carregados e não-carregados quando comparado às 

demais cavidades (Anexo D). Ainda, o sítio apresenta uma preferência por resíduos 

não-polares e alifáticos, como observado na Figura 36A. 

Portanto, os descritores constitucionais do parKVFinder são capazes de 

fornecer informações interessantes sobre a cavidade do sítio de ligação da adenosina, 

auxiliando na interpretação do processo de interação entre a proteína e o ligante. Além 

disso, esses descritores propiciam evidências interessantes sobre quais cavidades 

são possíveis sítios de ligação. No entanto, vale ressaltar que os constitucionais são 

apropriados para a caracterização de sítios de ligação em proteínas, sendo pouco 

informativas para outras biomoléculas, como RNA e DNA. 

5.4.3 Descritores de propriedades físico-químicas 

Os descritores de propriedades físico-químicas, as escalas de hidrofobicidade 

e o potencial eletrostático, serão apresentados e avaliados a seguir. 

5.4.3.1 Escalas de hidrofobicidade 

 O descritor de hidrofobicidade foi implementado na forma de escalas de 

hidrofobicidade projetadas nos pontos de superfície das cavidades proteicas. Porém, 

existem diversas escalas de hidrofobicidade oriundas de variados métodos de 
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A hidropatia das cavidades proteicas pode indicar possíveis tipos de interações 

nos sítios de ligação de uma proteína. A cavidade do sítio de ligação da adenosina da 

estrutura 1FMO foi novamente prospectada, considerando a distância de remoção de 

2,4 ångströms para segregar o sítio das demais cavidades. A prospecção foi realizada 

com o diâmetro da sonda Probe Out de 4,0 ångströms e espaçamento de grade de 

0,25 ångström. A cavidade do sítio de ligação da adenosina colorida pela escala de 

hidrofobicidade de Hessa & Heijne na paleta de amarelo-branco-azul estão 

apresentados na Figura 38. 

Observando a Figura 38, as escalas de hidrofobicidade possibilitam a 

identificação dos tipos de interações no sítio de ligação da adenosina na estrutura 

1FMO, pois as interações hidrofílicas ocorrem preferencialmente em regiões onde a 

coloração varia entre branco e azul e as interações hidrofóbicas ocorrem em regiões 

onde a coloração varia entre amarelo e branco. Vale ressaltar que a estrutura 1FMO 

não possui os hidrogênios e, com isso, as interações podem estar deslocadas em 

alguns ångströms, já que as interações foram marcadas entre o átomo no qual o 

hidrogênio estaria ligado e o átomo em que o hidrogênio faria a ligação de hidrogênio. 

A interpretação das escalas de hidrofobicidade poderia ser aprimorada com a análise 

integrada com os descritores constitucionais, assim melhorando a interpretação das 

interações no sítio de ligação. 

5.4.3.2 Potencial eletrostático 

O descritor calcula o potencial eletrostático com os pacotes APBS-PDB2PQR, 

integrados ao programa parKVFinder, com execução assíncrona. Para avaliação e 

validação do descritor, as cavidades da estrutura 1FMO foram prospectadas com 

distância de remoção de 2,4 ångströms para segregação do sítio de ligação da 

adenosina, diâmetro da sonda Probe Out de 4,0 ångströms e espaçamento de grade 

de 0,6 ångström.  

O potencial eletrostático é apresentado como linhas de campo (Figura 39A) e 

superfície molecular (Figura 39B) do mapa eletrostático em formato de dados 

escalares OpenDX, sendo que esse mapa eletrostático também é projetado nas 

cavidades encontradas no fator de temperatura do arquivo PDB das cavidades (Figura 

39C), e os valores médios de potencial eletrostático de cada cavidade encontrada no 

arquivo de resultados (Figura 39D). Vale ressaltar que a superfície molecular (Figura 

39B) das cavidades é colorido com base nos pontos de cavidade em contato com o 
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Apesar da representação das linhas de campo (Figura 39A) e superfície 

molecular (Figura 39B) do mapa eletrostático serem interessantes, a projeção do 

mapa eletrostático nas cavidades encontradas não atinge a mesma acurácia na 

representação do mapa. Desta forma, a projeção do mapa eletrostático pode ser 

aprimorada através de métodos de interpolação na inserção dos valores do mapa 

eletrostático na grade tridimensional, assim possivelmente melhorando a 

representação do mapa eletrostático nas cavidades, possíveis sítios de ligação, e 

acurácia do potencial médio calculado no parKVFinder. 

O potencial eletrostático é uma forma de representação dos componentes da 

energética molecular, solvatação e interações eletrostáticas, as quais são relevantes 

no processo de reconhecimento molecular devido ao grande alcance dessas 

interações. Baseado na Figura 39, o potencial eletrostático da cavidade do sítio de 

ligação da adenosina é predominantemente negativo em relação às demais 

cavidades. Além disso, existe uma diferença de potencial na superfície da proteína, 

sendo que as linhas de campo (Figura 39A) mostram uma região negativa nas 

redondezas do sítio de ligação da adenosina e uma outra região positiva na região 

anterior ao sítio. Portanto, o descritor de potencial eletrostático é capaz de introduzir 

as características de interações de grande alcance na caracterização das cavidades 

encontradas. 

Por fim, um conjunto de descritores de propriedades espaciais, constitucionais 

e físico-químicas foram implementados no novo programa parKVFinder para a 

caracterização das cavidades encontradas na etapa de prospecção. Os descritores 

espaciais, volume, forma e área superficial, e constitucionais, composição, 

características e contagem dos resíduos formadores das cavidades, foram 

aprimorados da versão do KVFinder publicada por Oliveira et al. (2014). Ainda, novos 

descritores espaciais, profundidade, e físico-químicos, escalas de hidrofobicidade e 

potencial eletrostático foram implementados no parKVFinder. Essa gama de 

descritores foi aplicada na estrutura 1FMO como prova de conceito, ilustrando a 

aplicabilidade e eficiência da caracterização das cavidades, sendo que esses 

descritores avaliam propriedades importantes para o processo de reconhecimento 

molecular entre uma biomolécula e um ligante, que pode ser desde uma pequena 

molécula até um fragmento de DNA. Portanto, o novo programa parKVFinder se torna 

uma ferramenta interessante para prospecção, caracterização e análise de sítios de 

ligação em qualquer escala de biomoléculas. 
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6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

O novo programa parKVFinder foi atualizado, otimizado e implementado com 

rotinas de computação paralela, sendo capaz de prospectar e descrever cavidades 

em estruturas biomoleculares em diferentes escalas molecular, desde pequenas 

entidades proteicas até complexos supramoleculares. O novo programa foi compilado 

em ambiente UNIX, Windows e macOS, apresentando compatibilidade com os 

sistemas operacionais Ubuntu 18.04, Windows 10 e macOS Mojave. A interatividade 

com o usuário final é garantida pelo KVFinder PyMOL plugin, compatível com o 

programa de visualização molecular PyMOL v1.8, e a interface de linha de comando 

integrada ao parKVFinder.  

 O desempenho computacional do novo programa foi avaliado por meio de um 

conjunto de testes kv1000, que é formado por um subconjunto do RCSB PDB, 

contemplando 1000 entidades proteicas que se assemelham nas características da 

população proteica presente no RCSB PDB. Com base nos resultados de execução 

desse conjunto, o desempenho de execução do programa parKVFinder aumentou 9,5 

vezes em média e melhorou a utilização dos recursos computacionais em comparação 

com o antigo programa KVFinder. Essa melhora no desempenho possibilitou a 

inclusão e o aprimoramento dos descritores de propriedades espaciais, 

constitucionais e físico-químicas, e melhorias incrementais das rotinas no programa 

parKVFinder. 

As melhorias incrementais do programa parKVFinder aumentaram as 

capacidades de prospecção de cavidades biomoleculares. A inclusão do parâmetro 

“resolução” simplificou o uso do parâmetro “espaçamento de grade” por ser uma 

opção mais intuitiva ao usuário, sendo que o parâmetro atua como um método indireto 

de determinação do espaçamento de grade. Além disso, a inclusão do parâmetro 

“distância de remoção” otimizou a detecção de cavidades superficiais, sendo possível 

interferir na segregação das cavidades através desse parâmetro. Por fim, a interface 

de linha de comando aumentou a interatividade e possibilitou a análise de cavidades 

biomoleculares em larga escala por parte do usuário final. 

A descrição das propriedades das cavidades biomoleculares foi melhorada pelo 

aprimoramento ou inclusão de descritores espaciais, constitucionais e físico-químicos, 

porém os descritores constitucionais e as escalas de hidrofobicidade são voltados 

para cavidades proteicas. A descrição de área superficial e forma foram melhoradas 
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pela redefinição dos pontos de superfície das cavidades através de um novo filtro de 

pontos vizinhos. Além disso, a metodologia da determinação da área superficial foi 

aprimorada por um método baseado na conectividade dos pontos de superfície com 

a biomolécula, que reduziu o erro percentual da área estimada para a área real em 

um conjunto de sólidos geométricos ocos. A descrição de profundidade se mostra 

importante para identificar cavidades biomoleculares que são possivelmente sítios de 

ligação, conforme apresentado para sítios mais profundos como o sítio da adenosina 

na estrutura 1FMO e para os sítios superficiais como o sítio da PKI na estrutura 1FMO.  

A descrição constitucional das cavidades em termos da composição, 

características e contagem dos resíduos formadores auxiliam na interpretação do 

processo de reconhecimento molecular entre o receptor e o ligante. A descrição de 

hidropatia por meio das escalas de hidrofobicidade possibilitou a identificação de 

características estruturais bem estabelecidas, como ligações de hidrogênio e outros 

tipos de interações no sítio de ligação da adenosina na estrutura 1FMO. Além disso, 

a customização do dicionário de hidrofobicidade traz a possibilidade de investigar o 

problema a partir de diferentes escalas e incluir escalas que não são nativas do 

programa parKVFinder. Por fim, a descrição da solvatação e interações eletrostáticas 

por meio do potencial eletrostático calculado pelos pacotes APBS-PDB2PQR, 

integrados ao parKVFinder, introduzem informações sobre interações de grande 

alcance na caracterização das cavidades biomoleculares encontradas. 

As perspectivas futuras passam pelo desenvolvimento de um preditor de sítios 

de ligação em estruturas biomoleculares, baseado na caracterização das cavidades 

biomoleculares prospectadas pelo parKVFinder, sendo que o programa ainda é 

dependente da interpretação humana para avaliação de quais cavidades são 

possíveis sítios de ligação. Com a evolução e disseminação do aprendizado profundo, 

o computador é capaz de reconhecer padrões, algumas vezes imperceptíveis por 

humanos, sendo possível o reconhecimento de padrões de sítios de ligação em 

estruturas biomoleculares. Por outro lado, a correlação dos descritores nas cavidades 

que são sítios de ligação e as que não são deve ser avaliada em um grande conjunto 

dados para determinar as variáveis (descritores de propriedades) relevantes para o 

problema estudado. Além disso, outra rodada de aprimoramento dos descritores pode 

ser necessária, como, por exemplo, a melhoria na projeção do mapa eletrostático nas 

cavidades por meio de métodos de interpolação. 
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ANEXO B: ARQUIVOS DO PROGRAMA KVFINDER 

Anexo B1: Exemplo de arquivo de parâmetros Parameters.txt (versão antiga) do programa 
KVFinder. 
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Anexo B2: Exemplo de arquivo de parâmetros parameters.toml (versão nova) do programa 
parKVFinder. 
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Anexo B3: Fragmento dos arquivos de resultados <PDB>.KVFinder.results.txt do programa 
KVFinder. 
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Anexo B4: Fragmento do arquivos de resultados <PDB>.KVFinder.results.toml do programa 
parKVFinder. 
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ANEXO C: DIRETIVAS DE COMPILAÇÃO DO OPENMP 

Anexo C1: Definição das diretivas de compilação do OpenMP utilizadas no parKVFinder. 

Diretiva de compilação Definição 
#pragma omp for 

colapse(n) 
Transforma os seguintes n laços de repetição alinhados 
aninhados em apenas um laço de repetição linear 

#pragma omp for 
schedule(dynamic) 

Divide os laços de repetição são divididas em blocos e 
dinamicamente programados entre as tarefas; quando uma 
tarefa termina um bloco, outro é dinamicamente atribuído 
outro 

#pragma omp for 
schedule(dynamic) 

nowait 

Os blocos do laço de repetição atribuídos dinamicamente 
não são sincronizados ao final do laço de repetição 
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ANEXO D: HISTOGRAMAS CONSTITUCIONAIS DO PARKVFINDER 

Anexo D1: Histogramas dos resíduos formadores das cavidades encontradas na estrutura da 
proteína quinase A. 
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Anexo D2: Histogramas das classes de resíduos formadores das cavidades encontradas na 
estrutura da proteína quinase A. 
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ANEXO E: DECLARAÇÕES 

Anexo E1: Declaração de Bioética e/ou Biossegurança 

  




