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RESUMO

Interagdes proteicas desempenham fungdes vitais em processos bioldgicos.
Para a execug¢ao dessas interagdes, cadeias proteicas se dobram orquestradamente
de modo a criar sitios de ligagéo, que estdo alocados em cavidades. Ao interagir com
outras moléculas para formar complexos supramoleculares, as proteinas utilizam
cavidades que nao sao facilmente identificaveis na forma ndo-ligada ou formam novas
cavidades. A importancia do seu estudo reside na compreensao, desenvolvimento e
melhoramento de moléculas responsivas a complexos supramoleculares especificos.
Nosso grupo de pesquisa do LNBio/CNPEM desenvolveu o programa KVFinder para
a identificacdo de uma variedade de cavidades proteicas usando um sistema de dupla
sonda. Entretanto, esta caracterizagao é somente topologica, calculando area, volume
e forma das cavidades. Sabendo que as propriedades fisico-quimicas, espaciais e
constitucionais sao importantes para a determinacdo das fungdes e interagdes, €
necessario mapear essas propriedades nas cavidades desses complexos. Desta
forma, este trabalho introduz uma nova versao do programa KVFinder, parKVFinder,
gue manipula a escala de complexidade envolvida em complexos supramoleculares
bioquimicamente e computacionalmente. Assim, a questdo computacional foi
abordada pela refatoragao e paralelizacdo das rotinas no parKVFinder, e a questao
bioquimica, pelo desenvolvimento e aprimoramento de descritores moleculares
mapeados sobre tais cavidades, abrangendo propriedades espaciais, constitucionais
e fisico-quimicas. A caracterizagao espacial inclui volume, area, forma e profundidade
das cavidades; a caracterizagdo constitucional inclui os residuos que formam as
cavidades e suas caracteristicas; e a caracterizacéo fisico-quimica inclui as escalas
de hidrofobicidade e o potencial eletrostatico mapeados nas cavidades. Por fim, o
parKVFinder melhorou o desempenho de execucido e a utilizagdo dos recursos
computacionais quando comparado ao KVFinder. A prova de conceito do parKVFinder
foi realizada em uma proteina quinase A, apresentando uma descricdo das
propriedades das cavidades, que auxilia na compreensao das interagdes realizadas
pela proteina.



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 INTRODUGAO

1.1 Compreensao do processo de reconhecimento molecular

A quimica medicinal € um campo de pesquisa que investiga compostos
organicos  bioativos, @ denominados biosondas, usando conhecimentos
interdisciplinares em biologia, quimica e medicina. As biosondas tém sido empregadas
para investigar processos celulares importantes através da elucidagdo 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 proteina, para executar uma fungéo fisiolégica
especifica (SOTRIFFER; KLEBE, 2002). Experiéncias mostram que as interagdes
proteina-ligante (IPLs) em sitios de ligacdo dependem das propriedades fisico-
quimicas e espaciais (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; OSADA, 2009; OLIVEIRA et al.,
2014). As IPLs sé&o altamente especificas e variaveis através de dominios proteicos e
classes de ligantes, restringindo assim a um pequeno numero de ligantes a interagéo
eficiente com uma dada proteina (HENRICH et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014). Tais
especificidades dependem de um microambiente que atenda a restricdes geométricas
do receptor, como complementaridade espacial e grandes interfaces de interagéo
(SOTRIFFER; KLEBE, 2002; HENRICH et al., 2010). Com base nisso, a investigagao
das propriedades do sitio de ligagdo € um ponto de partida da quimica medicinal.

Dada a importancia dos mecanismos das IPLs, o papel fundamental para a
compreensdo da acdo do ligante e, consequentemente, a identificacdo e
caracterizagao de sitios de ligagao funcionalmente relevantes sdo um ponto de partida
importante para o desenho racional de farmacos (SOTRIFFER; KLEBE, 2002;
OSADA, 2009). Sendo assim, a informagéao estrutural atbmica tridimensional (3D) da
proteina € uma fonte fundamental para compreender os processos bioldgicos e
explorar os mecanismos de ag¢ao do farmaco (ROSE et al., 2017). Um banco de dados
global, o Banco de Dados de Proteinas (Protein Data Bank; PDB), para estruturas 3D
de macromoléculas bioloégicas (proteinas, DNA e RNA) determinadas
experimentalmente, auxilia na identificacdo de sitios de ligagdo funcionalmente
relevantes, fornecendo acesso a estrutura 3D resolvida por cristalografia de difragao
de raios X, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e/ou crio-microscopia
eletronica (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; DABERDAKU; FERRARI, 2016; ROSE et al.,
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2017). O PDB inclui trés repositorios regionais: Banco de Dados de Proteinas da
Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB PDB; http://rcsb.org) nos
EUA (ROSE et al.,, 2017), Banco de Dados de Proteinas do Japado (PDB;;
http://pdbj.org) no Jap&o (KINJO et al., 2012) e Banco de Dados de Proteinas da
Europa (PDBe; http://pdbe.org) na Europa (VELANKAR et al., 2016).

Uma vez que a estrutura atdbmica 3D de uma proteina esteja disponivel, a
estratégia para projetar racionalmente um ligante depende de informagdes adicionais
sobre os alvos biolégicos relevantes (SOTRIFFER; KLEBE, 2002). Normalmente,
existem trés situagdes distintas:

. Alocalizagao do sitio de ligagao é desconhecida
Normalmente, pelo menos uma fungéo da proteina alvo € conhecida; porém,

pode ndo estar totalmente elucidada em termos bioquimicos e estruturais. Esta
situagao requer um método para identificar o sitio de ligagdo, em que um ligante pode
ser planejado para inibir ou promover a fungao da proteina alvo. No entanto, nos casos
em que a funcao biolégica nao foi atribuida, podem ser necessarios métodos para
inferir a fungdo da proteina com base na estrutura atébmica (SOTRIFFER; KLEBE,
2002). Uma vez que a funcéo da proteina € comumente ligada a interagéo, elucidar
as caracteristicas funcionais e identificar os sitios de ligagéo est&o relacionados.

ll. A localizagao aproximada do sitio de ligacao é conhecida, mas nenhuma
informagao sobre as propriedades do sitio e interacées do ligante esta
disponivel
Esta situacao representa aproximadamente 30% das estruturas de proteinas

armazenadas no PDB (NUNEZ-VIVANCO et al., 2016), o que requer uma analise
minuciosa da estrutura da proteina na area do sitio de ligac&o, apresentando regides
de interacdo favoraveis onde certos grupos funcionais podem se ligar. Os métodos
fornecem um mapa funcional do sitio de ligacdo que orienta o posicionamento ou
desenvolvimento de ligantes potenciais ou cria um modelo de farmacdéforo para
pesquisa em banco de dados.

lll. Alocalizagao do sitio de ligacao e a interagao do ligante sao conhecidas
Dado um sitio de ligagado bem conhecido, os métodos para determinar o mapa

funcional ou energético do sitio de ligagdo por acoplamento molecular (docking) e
triagem virtual (virtual screening) sao ferramentas uteis. Estes mapas funcionais ou
energéticos sdo abordagens apropriadas para orientar o posicionamento de potenciais
ligantes ou o desenvolvimento de ligantes adequados.
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Abordagens computacionais para identificar sitios de ligagdo e uma colecéo de
propriedades de sitios de ligacdo serdo introduzidas a seguir. Os métodos
computacionais empregam a riqueza de informagdes estruturais de complexos
proteina-ligante e proteinas n&o-ligadas para identificar potenciais sitios de ligagao. O
fendbmeno de ligacdo do complexo proteina-ligante € governado pelas propriedades
espaciais e fisico-quimicas do sitio de ligagdo, produzindo uma alta
complementaridade entre a proteina e o ligante (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; OSADA,
2009; HENRICH et al.,, 2010). Juntos, eles ajudam a esclarecer deficiéncias na

compreensao do reconhecimento molecular em sistemas bioldgicos.

1.2 Prospeccao de cavidades proteicas

Os sitios de ligagao geralmente estao localizados em uma ampla variedade de
cavidades proteicas, como bolsdes, invaginagdes, fendas e canais (SOTRIFFER;
KLEBE, 2002). A prospeccéo e caracterizagdo dos sitios de ligagdo sao essenciais
para a compreensdao das complexas interagdes das proteinas e suas respectivas
funcdes. As caracteristicas topologicas e as propriedades fisico-quimicas
apresentadas na interface de contato, como forma, volume, area, distribuicdo de
cargas, hidrofobicidade, solvatagdo e tipo de residuo constituinte, ditam as fungdes e
interagdes das proteinas (HUBBARD; ARGOS, 1994; BOHACEK; MCMARTIN, 1997;
OLIVEIRA et al.,, 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). A identificacdo e
dimensionamento das cavidades sao os primeiros passos para projetar um ligante
baseado na estrutura proteica (LIANG; WOODWARD; EDELSBRUNNER, 1998).
Além disso, as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas da proteina sao valiosas
na descoberta e otimizagao de farmacos (DABERDAKU; FERRARI, 2016).

O avango da protedmica na ultima década trouxe a tona um repositorio de
possiveis alvos para farmacos, na forma de dados sobre interagcdes supramoleculares
ou interactoma. Proteinas participam em papéis essenciais de diversos processos
celulares, como, por exemplo, transducao de sinal, adesao celular, proliferacao celular
e apoptose (SCOTT et al.,, 2013; PIETERS et al., 2016; JANA et al., 2017),
principalmente através da interagdo, desde de pequenos ions, como fosfato e ferro,
até supramoléculas, como ribossomos e nucleossomos (OLIVEIRA et al., 2014,
PIETERS et al., 2016). Muitas patologias, como cancer, doengas metabdlicas e
patogénicas, estdo associadas a desregulacdo dessas interagbes (SCOTT et al.,
2013). A cada dia se torna mais evidente a necessidade de identificar regides na area
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de interacdo que podem ser utilizadas como alvo para novos farmacos.

1.2.1 Classificagdo de cavidades

As proteinas apresentam uma alta complexidade estrutural, sendo repletas de
espagos vazios e espacos superficiais, conhecidos como cavidades proteicas
(OLIVEIRA, 2011). Essas diferentes formas topoldgicas apresentam uma grande
variagdo em suas propriedades espaciais e fisico-quimicas, criando um
microambiente Unico capaz de interagir especificamente com outras moléculas
(LIANG; WOODWARD; EDELSBRUNNER, 1998).
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Figura 1: Representagoes das categorias de cavidades proteicas encontradas na estrutura
tridimensional de proteinas. (A) Tuneis. (B) Vazios enclausurados (direita), bolsdes (centro) e
invaginagdes (esquerda). (C) Elementos superficiais. (D) Vales proteicos.

As cavidades proteicas podem ser classificadas de acordo com a sua topologia
em: tuneis, vazios enclausurados, bolsdes, invaginagdes, elementos superficiais e
vales proteicos (Figura 1). Os tuneis (Figura 1A) sao espacos vazios que se estendem
ao longo de um dos eixos da estrutura proteica, possuindo mais de um ponto de
acesso. Os vazios enclausurados, bolsdes e invaginagdes (Figura 1B) sdo espacos
vazios compreendidos no interior de uma estrutura proteica. Os vazios enclausurados
sao cavidades que ndo possuem pontos de acesso. Os bolsbes possuem uma area
de acesso com area relativamente maior que o tamanho da cavidade. As invaginagdes
possuem uma area de acesso com area relativamente menor que o tamanho da
cavidade. Os elementos superficiais (Figura 1C) sdo depressdes que se estendem
pela superficie da estrutura sem apresentar grande profundidade, como fendas,

fissuras e gretas, sendo amplamente encontrados na regido da interface da interagao
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proteina-proteina (IPP). Os vales proteicos (Figura 1D) se estendem ao longo de um
dos eixos da proteina e sao 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: intradominio ou interdominio, inter-
subunidade ou interfacial de subunidade, e superficiais acessiveis ou superficiais
oclusas. Cada tipo de classificagao espacial apresenta propriedades estruturais,
fisico-quimicas e constitucionais diferentes entre si, sendo que essas propriedades
afetam sua estabilidade e suas fungdes.

1.3 Caracterizacao de cavidades biomoleculares

Como as diferentes interacdes realizadas em uma cavidade sao delimitadas
por suas propriedades, essas interagbes determinam a fungdo biolégica da
biomolécula (SOTRIFFER; KLEBE, 2002). A partir disso, as propriedades espaciais e
fisico-quimicas em uma cavidade biomolecular podem ser utilizadas para identificar
potenciais sitios de ligagao relevantes as interagdes estudadas.

O fenébmeno de IPL e IPP em sitios de ligagdo € uma consequéncia 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 fisico-quimica entre a proteina alvo e seu ligante (HENRICH et al., 2010;
DABERDAKU; FERRARI, 2016). Para isso, o sitio de ligagdo determina restricbes
espaciais e fisico-quimicas a serem atendidas por seus ligantes putativos
(SOTRIFFER; KLEBE, 2002), sendo que cada interacdo com ligante pode
desencadear uma fungéao biologica diferente. Portanto, a descrigao de potenciais sitios
de ligacdo em aspectos espaciais e fisico-quimicos € essencial para o desenho
racional e otimizacdo de farmacos, e também para a avaliacdo da drogabilidade de
sitios de ligagdo (HUBBARG; ARGOS, 1994; LIANG; WOODWARD;
EDELSBRUNNER, 1998; DABERDAKU; FERRARI, 2016).

1.3.1 Propriedades espaciais

As caracteristicas espaciais de cavidades biomoleculares estabelecem
restricdes quanto a geometria dos ligantes que podem interagir eficientemente nelas.

Alta afinidade entre o sitio de ligagao e seus potenciais ligantes depende de interfaces
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de interacdo suficientemente grandes, em outras palavras, extensa area superficial na
cavidade biomolecular. A especificidade do sitio € imposta pelas restricbes
geométricas tais como tamanho, forma e extensao do enterramento das cavidades
(LASKOWSKI et al., 1996; LIANG; WOODWARD; EDELSBRUNNER, 1998;
DABERDAKU; FERRARI, 2016). Notavelmente, o volume da cavidade deve
acomodar o potencial ligante (STANK et al., 2016). A complementaridade de forma
entre a proteina e o ligante € um fator determinante do processo de ligacéo,
comumente os pequenos ligantes se ligam em sitios de ligagado cdncavos na superficie
da proteina (HENRICH et al., 2010). Em estudos comparativos, foi demonstrado que,
para algumas familias enzimaticas, o sitio ativo é geralmente caracterizado por um
vale proteico de grande extenséao e profundidade (LASKOWSKI et al., 1996). Essas
caracteristicas podem ser observadas em proteinas quinases, fundamentais para o
crescimento celular e transducdo de sinal, onde o sitio ativo responsavel pela
fosforilagdo do substrato € localizado em um vale proteico (Figura 2). Descrigcdes

desse tipo podem auxiliar na determinacao da funcionalidade da cavidade proteica.

Figura 2: Estrutura da proteina quinase A ligada ao peptideo PKI e a adenosina. (A) Proteina
quinase A representada em cartoon e substrato PKI em sticks. (B) Resultado da detecgao do vale
catalitico pelo KVFinder. (C) Visao interna do vale catalitico evidenciando o sitio do ATP (amarelo).
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A inferéncia de funcionalidade das cavidades proteicas tem sido feita através
da comparagao com proteinas homologas e a fungéo de sitios ativos € determinada
por homologia e similaridade sequencial (JUNCKER et al., 2009). O papel funcional
de uma proteina também pode ser determinado por meio de sua estrutura 3D
(dobramento espacial) que apresenta um grau de conservacgao superior a sequencial.
Abordagens atuais buscam comparar o dobramento proteico por meio de banco de
dados como o PDB (BERMAN, 2000) e o CATH (SILLITOE et al., 2014). Esses bancos
disponibilizam informagdes essenciais para investigar a funcionalidade e localizag&o
de sitios de ligacédo. Aléem dos padrdes globais de identidade sequencial e homologia
estrutural, os padrdes estruturais locais também s&o importantes para determinagao
da fungdo. Um exemplo desse padrao estrutural local e conservado sdo as triades
cataliticas de serino-proteases (DODSON; WLODAWER, 1998). Em enzimas, essas
configuracbes especificas assumem arranjos espaciais preferenciais para
desempenharem etapas elementares da reacao catalitica e ditarem o processo de
reconhecimento molecular dos seus ligantes pelas cavidades ativas (THORNTON et
al., 2000; SOTRIFFER; KLEBE, 2002; HENRICH et al., 2010). A partir desse racional,
€ interessante descrever uma cavidade proteica de acordo com a localizagao de seus
diferentes tipos de residuos; doadores de hidrogénios, receptores de elétrons,

contatos hidrofobicos e aromaticos (Figura 3).

Figura 3: Representacao da cavidade de acordo com propriedades fisico-quimica dos
residuos. Doador de hidrogénio (azul), aceptor de hidrogénio (vermelho), doador/aceptor (verde),
acesso a aminoacido hidrofobico (branco) e aromatico (laranja) (SCHIMITT; HENDLICH; KLEBE,
2001).

Os sitios de ligagdo possuem suas sequéncias de aminoacidos conservadas
dentro das familias de proteinas, que podem fornecer informag¢des funcionais

(HENRICH et al., 2010). A composi¢cao de aminoacidos pode caracterizar sitios de
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ligacdo enzimaticos e nao-enzimaticos, que apresentaram maior frequéncia de
residuos especificos em diferentes locais e tipos de proteinas (BARTLETT et al., 2002;
SOGA et al.,, 2007; CARLSON et al.,, 2008). Nos sitios cataliticos, os residuos
carregados foram encontrados com mais frequéncia do que os polares e os
hidrofébicos em sua composigao (BARTLETT et al., 2002). Além disso, diferentes
frequéncias de aminoacidos foram observadas nos sitios de ligagdo em comparagao
com outros sitios da proteina (SOGA et al., 2007). A afinidade dos sitios de ligagéo é
governada pela composi¢cdo de aminoacidos, apresentando diferentes composi¢des
entre sitios de ligacdo enzimaticos e nao-enzimaticos (CARLSON et al., 2008).
Portanto, a descricdo da localizagdo e caracteristicas fisico-quimicas dos residuos
estruturais no sitio de ligagado permite a classificagdo das cavidades de acordo com
suas possiveis funcbes e direciona de maneira assertiva o desenho racional de

farmacos.

1.3.2 Propriedades fisico-quimicas

Possiveis IPLs ndo dependem apenas da complementaridade geométrica entre
o ligante e o sitio de ligagdo, mas também dependem da complementaridade fisico-
quimica entre eles. A contribuicdo das interagcdes de van der Waals, hidrofébica,
eletrostatica, ligacdo de hidrogénio e solvatagdo deve resultar em um ambiente
energeticamente favoravel para o processo de ligacdo (MORRIS et al., 2009;
HENRICH et al., 2010). Aqui, consideramos algumas importantes propriedades fisico-
quimicas dos sitios de ligagao.

O potencial eletrostatico é usualmente calculado pela equagao de Poisson-
Boltzmann (PBE) (HONIG; NICHOLLS, 1995), aplicada por diferentes abordagens
numeéricas (XIE; YING; XIE, 2017; HARRIS et al., 2017). Tendo o modelo de solvente
implicito 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 eletrostatico estimado, informagdes
sobre possiveis pontos de ancoragem de ligantes, energia livre de interagao,
estabilidade das biomoléculas e for¢cas atdmicas médias podem ser obtidas.

A hidrofobicidade de uma molécula € descrita pelo seu coeficiente de particao
P, representado por logP, entre as fases de dois solventes imisciveis sob condi¢des
de equilibrio (HENRICH et al., 2010). O logP mais comum usado na ciéncia
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farmacéutica é o coeficiente de particdo entre as fases de octanol e agua, porque
descreve a diferenca entre o plasma polar e as membranas celulares lipofilicas
(OBERHAUSER; NURISSO; CARRUPT, 2014). A hidrofobicidade desempenha um
papel importante nas caracteristicas cinéticas e dinamicas da acao de farmacos
(MANNHOLD et al., 2009). A intensidade da interagc&o hidrofébica € governada pela
forma do sitio de ligagao e pela area exposta dos residuos (HENRICH et al., 2010).
No entanto, a previsao de interagcdes hidrofobicas para aminoacidos é complicada e
diferentes abordagens geram diferentes escalas de hidrofobicidade (HEIDEN;
MOECKEL; BRICKMANN, 1993). Os métodos atuais para prever os coeficientes de
particdo sdo 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 atomos e somam essas contribuigdes de subestruturas para
estimar o logP final. Abordagens baseadas em propriedades aplicam descritores
moleculares e topologicos de toda a molécula, usando abordagens empiricas para
representacéo da estrutura 3D (MANNHOLD et al., 2009).

1.4 Estado da arte

O desenvolvimento de métodos computacionais para prospeccdo e
caracterizagao de sitios de ligacdo em proteinas sdo essenciais para aprofundar os
conhecimentos acerca da funcdo de uma determinada proteina e para descoberta e
melhoramento de farmacos (LIANG; WOODWARD; EDELSBRUNNER, 1998). Os
métodos baseados em dados estruturais sdo mais informativos do que os métodos
baseados em sequéncias de aminoacidos, sendo que as estruturas proteicas 3D sao
mais conservadas do que as sequéncias (NUNEZ-VIVANCO et al., 2016). Baseados
nestes conhecimentos, métodos computacionais foram desenvolvidos para identificar
potenciais sitios de ligagdo (OLIVEIRA et al., 2014; NUNEZ-VIVANCO et al., 2016;
DABERDAKU; FERRARI, 2016). Os algoritmos publicados se dividem em trés
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 andlise da superficie molecular e
compde a maioria dos algoritmos disponiveis. As representagbes da superficie

proteica variam em diferentes métodos, sendo baseados em técnicas de voxels (pixel
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volumétrico), também conhecidas como representacbes de grade tridimensional,
esferas e tesselacao, também conhecidas como representa¢gées de malha triangular
(OLIVEIRA et al., 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). Por outro lado, os métodos
energeéticos identificam sitios de ligag&o a partir da analise das forgas intermoleculares
ou a energia de interagao entre a proteina alvo e uma sonda, normalmente um grupo
quimico. Por fim, ferramentas que utilizam métodos evolutivos se baseiam na busca
por residuos conservados, alinhamentos de sequéncias e informacdes de perfis de
sitios de ligagdo conhecidos. Combinagdes das abordagens mencionadas acima
também foram publicadas, melhorando a taxa de predigdo de sitios de ligagao.
Exemplos e classificacdo dos métodos para detecgdo de sitios de ligagdo estao
apresentados na Tabela 1.

Métodos baseados em principios geomeétricos apresentam algumas vantagens
quando comparados a métodos energéticos e evolutivos. Os métodos baseados em
geometria ndo dependem de conhecimento prévio quando comparados a abordagens
evolutivas, sendo independentes de informacgdes de sequéncia ou de bancos de
dados de sitios de ligagao ativos. Em contraste com os métodos baseados em energia,
0s métodos geométricos sdo uma abordagem mais direta, que sédo independentes das
funcdes de pontuagao e da parametrizacdo de campo de forca. Além disso, métodos
puramente geométricos para identificacdo de sitios de ligacdo séo eficientes para
identificar todas as cavidades de uma dada proteina alvo. Contudo, o problema
consiste em reconhecer quais cavidades da proteina sido sitios de ligagéo
funcionalmente relevantes (SOTRIFFER; KLEBE, 2002; HENRICH et al., 2010).
Embora ndo exista uma abordagem simples e eficaz, a caracterizagdo dos sitios de
ligacdo em termos de propriedades espaciais e fisico-quimicas pode conduzir a
identificac&o de sitios de ligagao funcionalmente relevantes.

Em métodos baseados em geometria, existem diferentes abordagens para
determinacao e representacao de superficies moleculares e suas propriedades, tais
como forma-alfa, grade tridimensional, fun¢gdes gaussianas tridimensionais, imagens
de spin e tesselagao, diferindo em eficiéncia e simplicidade (DABERDAKU; FERRARI,
2016). Métodos in silico para prever fungbes, propriedades e interagdes exigem
representacbes adequadas da superficie molecular. Como a complementaridade
espacial e fisico-quimica entre a proteina e o ligante é necessaria, a escolha de uma
representacdo de superficie € um passo importante para compreender seus papéis
nos processos biologicos (HENRICH et al., 2010; DABERDAKU; FERRARI, 2016;
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STANK et al., 2016). Dentre as diversas representagdes de superficie molecular, a
grade tridimensional composta por voxels € a mais simples e apropriada para a
representacdo de multiplas propriedades em varias condi¢cdes, pois cada voxel da

grade tridimensional pode acumular diferentes informacgoes.

Tabela 1: Exemplos de métodos para detecgao de sitios de ligagao.

Programa Classificagao Referéncia

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 Geomeétrico Yu et al. (2010)

POCKET Geométrico Levitt e Banaszak (1992)
PocketFinder Energético An, Totrov e Abagyan (2005)
PocketPicker Geomeétrico 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)
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1.5 Programa KVFinder

O programa KVFinder (OLIVEIRA et al., 2014) foi desenvolvido pelo
Laboratodrio de Biologia Computacional (LBC) do Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNBio) no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) para
prospec¢ao e caracterizagdo espacial de qualquer tipo de cavidade biomolecular.
Esse programa, implementado em ANSI C, tem cddigo livre e aberto, e € distribuido
gratuitamente a comunidade cientifica. A ferramenta € disponibilizada ao lado de um
plugin grafico, implementado em Python, para programa de visualizagdo PyMOL
(SCHRODINGER, LLC, 2015) com a finalidade de garantir a maxima usabilidade do
KVFinder de usuarios basicos a especialistas da area. Em Oliveira et al. (2014), o
programa foi validado, como uma metodologia de deteccdo de cavidades, e seus
resultados comparados com outros programas.

A prospecgao de cavidades biomoleculares é realizada com uma abordagem
geométrica baseada em grade tridimensional subdividida em voxels. O voxel
representa um ponto discreto de dados em uma grade regular no espaco
tridimensional, sendo que cada ponto pode conter mais de uma informacgao a fim de
representar diferentes propriedades em uma certa porcdo de espaco de maneira

simples e efetiva (Figura 4).
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Figura 4: Representacido de uma grade tridimensional composta por voxels.

O KVFinder apresenta algumas capacidades distintas, como a segmentagao

do espaco de busca e um conjunto customizavel de parédmetros, que permite a
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representacdo de cavidades em alta resolucdo. Esses parametros definidos pelo
usuario sao projetados para resolver algumas das principais falhas de métodos
geomeétricos, como espacamento de grade, definigado dos limites e teto das cavidades

e segmentagao de espago.

1.5.1 Metodologia para prospecg¢éo de cavidades biomoleculares

O primeiro desafio para qualquer método de prospeccdo de cavidades
biomoleculares é a prépria definicdo da cavidade. Uma definicao formal n&o foi criada
para cavidades biomoleculares, o que leva a uma discrepancia na maneira como
diferentes métodos definem os limites e o teto das cavidades. O algoritmo
implementado no KVFinder emprega uma definicdo de cavidade geométrica baseada
na teoria da morfologia matematica (MATHERON, 1975; SERRA, 1982).

Figura 5: Representacdo esquematica da superficie molecular inserida na grade
tridimensional. O KVFinder considera o raio de Van der Waals para os atomos que compde a
proteina a ser inserida na grade tridimensional.

A biomolécula de interesse € inserida em uma grade tridimensional subdividida
em voxels. Cada voxel pode ser ocupado pela biomolécula analisada, considerando o
raio de Van der Waals dos atomos, ou desocupado (Figura ). Para garantir a acuracia
e efetividade da detecgao de cavidades, um sistema de dupla sonda, nomeadas de
Probe In e Probe Out, foi implementado no KVFinder. O sistema de dupla sonda define
duas superficies moleculares com diferentes graus de acessibilidade, sendo os pontos

de cavidade pertencentes a regido onde nao ha sobreposicao entre as superficies das
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duas sondas. Ao passo em que os pontos de cavidade s&do definidos, um algoritmo
recursivo de busca em profundidade (Depth-first search; DFS) é aplicado para
conectar os pontos pertencentes a mesma cavidade (TARJAN, 1972). Esse algoritmo
considera cada ponto de cavidade como um ng, iniciando a busca por um né
acessivel, todos os nos vizinhos separados por uma coordenada de grade sao
analisados. A busca continua até todos os pontos serem atribuidos a uma cavidade.
Os pontos de cavidade sdo marcados como pertencentes a cavidade através de
identificadores numéricos inteiros, os quais sao atribuidos a pontos do mesmo
procedimento de busca. (OLIVEIRA et al., 2014). O funcionamento desse sistema esta

ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Representacdao didatica do funcionamento do KVFinder. (A) Representagéo
bidimensional da proteina em uma grade mostrando pontos da proteina (vermelho) e da cavidade
(cinza). (B) Varredura da superficie pela sonda Probe In (azul). (C) Pontos de grade sobrepostos
pela sonda Probe In sdo marcados em azul. (D) Varredura da superficie pela sonda Probe Out
(verde). (E) Pontos da grade sobrepostos pela sonda Probe Out (verde). (F) A cavidade (laranja) é
definida como regi&do explorada pela sonda Probe In e nao detectada pela Probe Out.

1.5.2 Metodologia para estimativa de volume e area superficial

Para cada cavidade biomolecular prospectada, o KVFinder realiza a
caracterizacao espacial baseada nos voxels rotulados, a qual inclui a estimativa de
volume e area superficial. O volume € estimado pela soma dos voxels pertencentes a
cavidade multiplicada pelo volume do voxel, como apresentado na Equacéo 1. Para a
estimativa da area superficial, os pontos de cavidades superficiais sdo determinados
com base em um filtro simples. O filtro elimina os voxels pertencentes a cavidade que

sdo cercados por pontos de cavidade, portanto, ndo é adjacente a nenhum ponto de
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biomolécula. Os pontos n&o eliminados pelo filtro s&do os voxels superficiais. Por fim,
a area superficial é estimada pela soma dos voxels de superficie multiplicada pela
area de uma face, conforme apresentado na Equacéo 2.
V\i = NV,i . h3 (1)
A = Ny, h? (2)
Onde V; é o volume estimado da cavidade i, N, ; € o nimero de voxels pertencentes
a cavidade i, 4; é a area superficial estimada da cavidade i, Ng; é o numero de

voxels de superficie pertencentes a cavidade i e h € 0 espacamento de grade.

Figura 7: Prospeccédo de cavidades em uma toxina formadora de poros (PDB 4P24, rosa) para
diferentes valores de sonda Probe Out. (A) 4,0 A (preto). (B) 10,0 A (azul). (C) 20,0 A (vermelho).
(D) Comparacao pareada das cavidades prospectadas por diferentes valores de Probe Out através
da sobreposigéo dos pontos de cavidade.
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1.5.3 Desafios na detecgdo de cavidades superficiais

A deteccao de cavidades biomoleculares superficiais € dependente do tamanho
da sonda Probe Out escolhida. Prospec¢cdes com sondas Probe Out menores se
limitam a encontrar cavidades internas. Com o aumento do tamanho da sonda, existe
a prospeccao de pontos mais superficiais nas cavidades e ao mesmo tempo, a
identificacdo de cavidades superficiais (Figura 7). A topologia tem efeito determinante
durante a prospecgao de cavidades superficiais. A variagao da topologia biomolecular
dificulta a correta determinagdo dessas regides, sendo que para cada regiao existe
um valor minimo de Probe Out a ser utilizado para sua prospec¢ao. O aumento do
tamanho da sonda Probe Out aumenta os recursos computacionais a serem utilizados
pelo KVFinder e, por fim, impacta no tempo computacional de execug¢ao do programa.
Além disso, os resultados presentes no artigo publicado por nosso grupo mostram
como os valores de Probe Out alteram a taxa de sucesso da descoberta de sitios
ativos (OLIVEIRA et al., 2014; Figura 8), sendo a taxa de sucesso determinada pela
porcentagem de proteinas que tiveram o sitio do seu ligante encontrado pelo KVFinder
pelo total de proteinas no banco de dados.
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2014).

Figura 8: Taxa de sucesso da deteccdo de sitios ativos pelo KVFinder. O banco de dados de
198 alvos de drogas foi utilizado para determinagéo da taxa de sucesso em fungéo dos valores de
sonda Probe Out.

Tendo em vista a complexidade e escala do problema, o desenvolvimento e
implementagdo de rotinas computacionais que utilizam computacdo paralela no
KVFinder serdo determinantes durante a prospecg¢ao de cavidades superficiais e

cavidades com maior nivel de detalhamento. As dificuldades geradas por diferencas
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topologicas em biomoléculas podem ser contornadas utilizando grandes sondas
Probe Out, pois o tempo de execucdo dessa tarefa em arquitetura paralela seria

significativamente reduzido em comparagao a execugéao serial.

1.5.4 Limitagbes computacionais

O sistema de dupla sonda usado no KVFinder implica na inser¢cao da
biomolécula estudada em duas grades tridimensionais distintas. O numero de voxels
de cada grade aumenta proporcionalmente com o nivel de detalhamento da analise
devido a redugdo do espagamento da grade (Figura 4). No entanto, vale ressaltar que
o tamanho médio da grade tridimensional € aproximadamente 150x150x150. A
determinacao das cavidades é baseada na analise de cada voxel e de sua vizinhanga,
sendo que o numero de voxels a ser investigado na vizinhanga depende do tamanho
de sonda utilizada e do espagamento da grade. Outro fator impactante na execugéo
do programa sdo as dimensdes da biomolécula estudada. Apesar de n&o ser uma
variavel controlavel no programa, a mesma impacta no numero total de voxels a serem
utilizados na prospecgao das cavidades, sendo que o espagamento de grade precisa
ser escolhido de forma a gerar um nivel de detalhamento apropriado a analise. Por
fim, o tempo de execugédo do KVFinder esta diretamente relacionado com a escolha
do espagamento da grade tridimensional, com o diametro da sonda Probe Out e com
as dimensdes da biomolécula a ser inserida na grade.

A implementacé&o atual do KVFinder € baseada em computagédo serial. A tarefa
de deteccao e caracterizagao espacial de cavidades biomoleculares é tratada como
um problema computacional geométrico, gerando uma alta demanda de recursos
computacionais. As operagdes geométricas realizadas pelo KVFinder s&o aplicadas
em cada voxel da grade e os dados de cada voxel sdo independentes dos demais,
possibilitando a implementagdo de computagcdo paralela. A abordagem paralela
consiste na distribuicdo das operagdes entre os multiplos processadores ou nucleos
de processamento ao invés de realizar cada operagdo sequencialmente. Essa
reducao no tempo de processamento permite a resolugédo de problemas bioldgicos de

maior escala e complexidade.

1.6 Escala supramolecular

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

resultantes da associagédo de espécies quimicas, moléculas ou ions organizados em
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entidades de alta complexidade, unidas por ligagdes metal-ligante e/ou ligagdes nao-
covalentes, como interagdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der
Waals (NETTO; FREM; MAURO, 2008; WEBBER et al., 2016). A reversibilidade das
interagbes de supramoléculas ddo origem a complexos biomoleculares capazes de
sentir e responder a estimulos fisiolégicos ou imitar aspectos funcionais e estruturais
da sinalizagao biologica (WEBBER et al., 2016).

Estudos biolégicos e quimicos recentes encontraram que supramoléculas sao
adequadas para o desenvolvimento de novas nanoestruturas e biomoléculas, mas
também para o avanco em importantes campos da biomedicina, incluindo
segmentacdo molecular, diagnostico e tratamento de cancer, administragdo e
liberacdo de farmacos, terapia de genes, regeneracdo de tecidos e regulagao
dinamica de processos celulares (YOSHII et al., 2014; WEBBER et al., 2016; CAO;
YANG; MAO, 2016). Por fim, o universo das supramoléculas € um campo vasto a ser
explorado, devido ao vago conhecimento sobre as suas interagbes, e com uma alta

gama de possiveis aplicagdes ainda a serem desenvolvidas.

1.7 Computacdao paralela

Existem duas formas basicas de computacdo: a computacdo serial e a
computacdo paralela (Figura 9). O problema computacional é sempre dividido em
partes discretas, sendo que cada parte € composta por um conjunto de instru¢des. A
computacdo serial € a execugao sequencial dessas partes, enquanto a computagao
paralela € o uso simultdneo de multiplos elementos de processamento a fim de
resolver o conjunto de instrugbes de cada parte do problema de forma concorrente
(FOSTER, 1995). As principais vantagens da computagao paralela sdo a redugao de
tempo, a resolucédo de problemas maiores e mais complexos, € a melhor utilizagao
dos recursos do computador, sendo que os computadores atuais sdo arquiteturas
paralelas com processadores multinucleo (GRAMA et al., 2003). Por outro lado, os
programas paralelos sdo mais dificeis de programar do que os sequenciais, pois a
execucao concorrente das tarefas produz novas fontes de erros, como a condi¢gédo de
corrida, que é uma falha na execug¢do em que o resultado do programa é
inesperadamente dependente da sequéncia ou sincronia das tarefas executadas
(PATTERSON; HENNESSY, 1998). Além disso, a comunicagéo e sincronizagao entre
as subtarefas paralelas também pode ser uma barreira para atingir um desempenho
satisfatério em programas paralelos.
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Figura 9: Representacao esquematica da execugao de um conjunto de instrug6es através de
computacgao serial e paralela.

A compreensdo prévia do problema computacional e do programa a ser
abordado em paralelo € essencial para a paralelizagao. Primeiramente, os dados e a
ordem de execucao das instru¢cdes do problema devem ser independentes para a
solugéo do problema. Por outro lado, o programa deve ser analisado a fim de localizar
os hotspots, porgcdes do codigo-fonte onde a maior parte do trabalho é realizado, e os
gargalos, porgdes do cédigo-fonte desproporcionalmente lentas (GRAMA et al., 2003).
Por fim, tendo diagnosticado a independéncia dos dados, hotspots e gargalos do
programa, € necessario aplicar o particionamento funcional e dos dominios. O
particionamento funcional divide as instrucbes do problema em blocos ou ciclos
concorrentes e dos dominios divide os dados em blocos independentes. Na
abordagem paralela, ambos particionamentos podem ser aplicados para reduzir o
tempo de execugdo (FOSTER, 1995, GRAMA et al., 2003). Entretanto, o
particionamento ideal deve ser aliado ao balanceamento de tarefas, sendo que o
balanceamento deve ocorrer de forma a distribuir quantidades aproximadamente
iguais de trabalho entre as tarefas a fim de manté-las ocupadas sempre (GRAMA et
al., 2003).

O aumento da velocidade de um programa, conhecido como speedup, € uma
medida relativa para analisar o desempenho entre dois sistemas processando o
mesmo problema. O aumento ideal de velocidade é linear com o aumento de

elementos de processamento. No entanto, poucos algoritmos sao capazes de atingir
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esse aumento ideal e a maioria deles possui um aumento praticamente linear para
uma quantidade pequena de processadores, atingindo um comportamento assintotico

para uma grande quantidade de elementos de processamento (Figura 10).
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Figura 10: Representacgao grafica do speedup de um programa. O speedup € apresentagdo em
fungdo do numero de processadores disponiveis para diferentes fragdes de codigo paralelizavel,
considerando as estimativas das leis de Amdahl e Gustafson.

Esse aumento de velocidade pode ser descrito por duas funcgdes: lei de Amdahl
(AMDAHL, 1967) e lei de Gustafson (GUSTAFSON, 1988). A lei de Amdanhl, Equacgao
3, assume o tamanho do problema computacional como fixo e a fragdo né&o

paralelizavel do programa como independente do numero de processadores. A lei de
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Gustafson, Equacao 4, aborda as deficiéncias da lei de Amdahl, propondo que os
programadores tendem a definir o tamanho dos problemas para explorar o poder
computacional que se torna disponivel a medida que os recursos melhoram. De certa
forma, Gustafson (1988) redefine a eficiéncia, devido a possibilidade de que as
limitagdes impostas pela fragdo sequencial de um programa possam ser combatidas

pelo aumento de recursos computacionais disponiveis.

1
Sp=——F (3)
oo + 92
S = fap T fo - Np (4)

Onde S, é a estimativa de speedup pela lei de Amdahl, S; é a estimativa de speedup
pela lei de Gustafson, N,, € o numero de processadores disponiveis, f,,, € a fragao

nao-paralelizavel do programa e f, € a fragao paralelizavel.

2 JUSTIFICATIVA

O programa KVFinder apresenta um conjunto de paradmetros customizaveis
que possibilita a identificagdo de uma ampla gama de cavidades biomoleculares,
desde bolsbdes profundos até fendas rasas na superficie. Porém, como qualquer
método geométrico, exige muitos recursos computacionais e estruturas de dados que
demandam memoria (OLIVEIRA et al., 2014; DABERDAKU; FERRARI, 2016). Desta
forma, a computacgdo paralela de métodos geométricos baseados em grades € uma
abordagem interessante para reduzir o tempo computacional, mantendo a acuracia. A
implementacgao de rotinas paralelas no algoritmo do KVFinder viabilizara a analise de
complexos supramoleculares em tempos menores, além de possibilitar a analise de
dados em larga escala como, por exemplo, a prospecgao e caracterizagédo de sitios
de ligagdo em varias proteinas de uma mesma familia ou grupo, com o objetivo de
encontrar a conservagao e/ou compreender as fungdes bioquimicas desses sitios. A
caracterizagao de cavidades por meio de descritores de propriedades fisico-quimicas,
espaciais e constitucionais podem fornecer informacgdes valiosas quanto as funcdes e
interacdes das cavidades envolvidas em interacbes em qualquer escala molecular,
incluindo a escala supramolecular. Desta forma, prospectar cavidades e caracteriza-

las em aspectos fisico-quimicos, espaciais e constitucionais podem auxiliar no
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desenho racional e aprimoramento de novos farmacos, além do melhor entendimento

das fungdes bioquimicas e interagcées de complexos biomoleculares.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento, otimizacédo e
implementagdo de uma nova versdao do KVFinder, com rotinas de computagao
paralela, capaz de prospectar e descrever cavidades biomoleculares em estruturas de

qualquer escala molecular.

3.2 Especificos

Os objetivos especificos se dividlem em duas categorias: (1) otimizagdo e
atualizacao, e (2) desenvolvimento do conjunto de testes e de novas funcionalidades.
A otimizagao e atualizagdo do programa KVFinder incluem:

e Refatoragdo e otimizagédo do cddigo-fonte;

e Atualizacdo do plugin grafico e rotinas do KVFinder;

e Otimizacio da deteccao de cavidades superficiais;

e Implementagcdo de rotinas de computacdo paralela, parKVFinder
(parallel KVFinder).

O desenvolvimento do conjunto de testes e de novas funcionalidades no
algoritmo do KVFinder incluem:

e Desenvolvimento de um conjunto de estruturas proteicas
representativas do PDB;
e Aprimoramento e implementacao de descritores de propriedades nas

cavidades prospectadas.

4 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia Computacional (LBC),
parte do Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), no Centro Nacional de Pesquisa
em Energia e Materiais (CNPEM), contando com a infraestrutura disponivel no centro,
incluindo um cluster de computagao de alto desempenho com 15 nés e 92 nucleos de

processamento. As etapas computacionais foram desenvolvidas, basicamente,
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através das linguagens de programagao C e Python, e do programa de visualizag&o
molecular PyMOL.

As etapas de desenvolvimento foram divididas em: atualizacdo e otimizagao,
implementagdo de computagao paralela, melhorias incrementais, desenvolvimento de
conjunto de testes e implementagcdo de descritores de propriedades em cavidades

biomoleculares.

4.1 Atualizagao e otimizagao

A versao 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 estdo
descritas na Figura 11. Como essas versdes estdo obsoletas, as atualizagdes do
cédigo-fonte e do plugin grafico do KVFinder sdo necessarias para que a ferramenta
tenha amplo acesso a comunidade cientifica. Além disso, também foi realizada a
modernizagdo da interface grafica do plugin com o intuito de facilitar a utilizagdo do
programa por parte do usuario.

A implementacdo da nova versdo do KVFinder, parKVFinder, utilizou as
linguagens de programacdo ANSI C aliada a gama de bibliotecas built-in da
linguagem. Os codigos 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 usuario final &€ garantida
pelo KVFinder PyMOL plugin, desenvolvido em Python com toolkit grafico Tk,
integrando o parKVFinder com o programa de visualizagdo PyMOL v1.8.

Anterior a implementacéo das rotinas de computacao paralela, a compreensao
e refatoracdo do codigo-fonte foram realizadas para aumentar a legibilidade por parte
dos usuarios e futuros desenvolvedores. Com a compreensdo das rotinas do
KVFinder, o escopo da otimizacao foi a remoc¢ao de redundancias, a reestruturacao
de fungdes e estruturas de dados, a implementagdo de retentores (buffers) para a
escrita de arquivos e a padronizagdo dos arquivos de parametros (arquivos de
configurac&o) e resultados. Além disso, a remocé&o de possiveis fontes de erro, como
a variagao das dimensdes da grade tridimensional em fun¢gdo do espagamento de
grade e didametro 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 prospecc¢ao e
caracterizagao espacial de cavidades biomoleculares.

A refatoragcao € necessaria para reduzir o tempo computacional de execugao e

identificar gargalos no algoritmo e a implementacao de retentores de escrita reduz o
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tempo computacional de escrita em disco. A reestruturagdo das estruturas de dados
passa pela criagdo de registros (structs na linguagem C) capazes de acumular os
parametros de entrada e os resultados finais. O registro dos parédmetros de entrada
do parKVFinder possui um tamanho fixo na memdéria, ndo 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 variavel por depender do numero de cavidades
encontradas pelo sistema de dupla sonda, exigindo a alocagdo dindmica desse
registro na memoéria conforme o numero de cavidades encontrado. Além disso, os
resultados como a lista de residuos que cercam a cavidade encontrada necessitam
de uma estrutura de dados especial, sendo agrupados na forma de lista encadeada
com inserg¢ao ordenada de elementos.

A facilitacdo do uso e compreensao dos parametros usados pelo parKVFinder
foram propiciados pela implementagao de um arquivo de configuragdes padrao, como,

por exemplo, TOML (Tom’s Obvious, Minimal Language; https://qithub.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 serializagdo de cddigo

aberto, TOML, JSON e YAML, definem os parametros e as configuragdes iniciais de
programas computacionais, sendo aplicaveis como arquivos de parametros e
resultados do parKVFinder por apresentarem um sistema de chave-valor de facil
compreensao e edicdo. Estes formatos podem representar estruturas complexas de
dados de uma forma simples, diferenciando variaveis, como numeros inteiros,
numeros reais (pontos flutuantes), booleanas e cadeias de caracteres (strings), e
estruturas, como vetores e tabelas. No entanto, a escrita de comentarios no arquivo &
possivel apenas nos formatos TOML e YAML, que serve para documentar os dados
passados aos arquivos, sem executar nenhum tipo de comando. Por fim, as diferencas
entre os formatos de serializagcdo consistem na diferenca de sintaxe do arquivo e na
escrita de comentarios. Exemplos de arquivos de configuragado nos formatos TOML,
JSON e YAML estéo apresentados no Anexo A.

As grades tridimensionais utilizadas no KVFinder sdo definidas por um conjunto
de quatro pontos (P1, P2, P3 e P4) da biomolécula estudada e o espagamento de
grade. O ponto P1 representa os pontos minimos dos eixos X, Y e Z, e os pontos P2,
P3 e P4 representam os pontos maximos dos eixos X, Y e Z, respectivamente. As
unidades da grade foram definidas pelas disténcias absolutas entre as posigdes
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minimas e maximas de cada eixo acrescido do tamanho da sonda nos dois sentidos
do eixo e divididas pelo espagamento de grade definido pelo usuario, conforme
apresentado pelas equagdes 5, 6 e 7. Como as unidades dos eixos da grade s6 podem
assumir valores inteiros, os valores de m, n e o sao arredondados para o numero
inteiro superior. Portanto, as grades tridimensionais apresentam variagdo nas suas
dimensdes com a mudanga dos parametros “espagamento de grade” e “didmetro da

sonda Probe Ouf’ para uma mesma biomolécula.

. (% — xg) +d, (5)
_(z—y1) +d
=BT ©)
)= (z4 — Z}i) +d, (7)

Onde m, n e 0 séo as unidades da grade nos eixos X, Y e Z, respectivamente, h é 0
espagcamento da grade, d, € o didmetro da sonda Probe Out, x;, y; € z; s&o as

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

No entanto, o espagamento de grade ndo se mantém fixo e sofre pequenas
oscilagbes devido ao modo que a grade e suas unidades sdo calculadas, gerando
imprecisbes numéricas associadas a deteccdo dos pontos de cavidades e
caracterizagcao espacial em uma mesma biomolécula. Essas imprecisbes sao
vinculadas ao arredondamento das unidades de cada eixo de grade. Contudo, essas
imprecisbes numéricas podem ser mitigadas no parKVFinder pela utilizagdo de
unidades de grade multiplas do espagamento de grade, ou seja, o comprimento de
cada eixo deve ser multiplo do espagcamento de grade escolhido pelo usuario. Para
que isso seja possivel, a posigdo minima de cada eixo sera subtraida de um valor de
forma que a posigéo resultante seja multipla do espagamento da grade e a posigao
maxima de cada eixo sera adicionada de um valor de maneira que a posi¢ao resultante
seja multipla do espagamento de grade. Por meio desta alteragcdo, a grade
tridimensional é padronizada para os parametros de entrada do programa
parKVFinder, mitigando a sua principal fonte de imprecisdo numerica.

4.2 Implementagcao de computacao paralela

Primeiramente, a analise 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 instrumentacao para construir ferramentas de analise dinamica. Valgrind
possui um conjunto de ferramentas, cada qual executa algum tipo de tarefa de
depuragdo, criacdo de perfil ou tarefas similares que ajudam a aprimorar os
algoritmos. Para a analise de perfil e desempenho, a ferramenta de interesse é o
callgrind, que é uma ferramenta de criagao de perfil plano e grafico de chamada. O
perfil plano fornece o tempo de execugéo gasto em cada fung&o e sua porcentagem
em relagdo ao tempo total de execugéo. O grafico de chamada apresenta, para cada
funcao, qual funcdo a chamou e qual foi chamada por ela. Desta forma, a ferramenta
€ capaz de determinar as fungbes gargalo e quais s&o as mais essenciais ao
funcionamento do programa.

Em posse das fungbes gargalo, a independéncia dos dados executados em
cada fungéao foi avaliada para determinar a viabilidade da abordagem paralela em cada
uma dessas funcgdes. As funcbes que se mostraram paralelizaveis, foram
paralelizadas por meio de uma interface de programacéo de aplicagdes (APl) OpenMP

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

execucgao de programas em sistemas de multiprocessadores e sistemas de memoria
compartilhada para as linguagens de programagao C, C++ e Fortran. A metodologia
utilizada pelo APl OpenMP consiste na implementacédo de multiplos processos, sendo
que um processo principal cria uma quantidade pré-definida de processos paralelos,
conjuntos de dados ou instru¢ées. Quando esse grupo de processos paralelos
completa suas tarefas, eles sdo sincronizados e finalizados, mantendo apenas o
principal. Os processos paralelos sdo executados concorrentemente, sendo alocados
em diferentes processadores de acordo com o uso de recursos e balanceamento de
tarefas na maquina. 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 manté-los ocupados a todo momento.

4.3 Melhorias incrementais no parKVFinder

Ainda que o parKVFinder tenha passado por técnicas de atualizagao,
otimizagcdo e computacao paralela, o programa ainda possui espago para melhorias
incrementais em suas rotinas. As melhorias incrementais sdo focadas no aumento da
usabilidade e na redefinigdo de alguns conceitos do estado da arte do programa. As

melhorias s&o: definicdo dos pontos de superficie, implementagcdo do parametro
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“‘distancia de remocao”, implementacdo de método de definicdo indireta do

espagamento de grade e desenvolvimento de interface de linha de comando.

4.3.1 Definigcdo dos pontos de superficie

O arquivo PDB de saida (<PDB>.KVFinder.output.pdb) contém os pontos
internos de cavidades biomoleculares prospectadas pelo parKVFinder, porém o
formato usado no KVFinder ndo diferencia os pontos de superficie dos demais pontos
nas cavidades detectadas. Todos os pontos de cavidades sdo modelados como
atomos de hidrogénio H (Figura 12A). A auséncia da identificacdo dos pontos de
superficie inviabiliza a visualizacdo desses pontos no programa de visualizagao
molecular PyMOL. Para superar essa limitagcdo e melhorar a caracterizagédo espacial
da forma das cavidades, o formato do arquivo PDB de saida foi atualizado no
programa parKVFinder para identificar os pontos de superficie. Os pontos internos
permanecem sendo modelados como atomos de hidrogénio H e os pontos de

superficie serdo modelados como atomos HS (Figura 12B).

1 2 3 - 5 6 7 8
12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
ATOM 1 H KAA 259 -76.991 -20.140 -53.307 1.00 0.00
ATOM 2 H KAA 259 -76.391 -20.140 -53.907 1.00 0.00

A ATOM 3 H KAA 259 -76.391 -20.140 -53.307 1.00 0.00
ATOM 4 H KAB 259 -75.191 -29.140 -23.907 1.00 0.00
ATOM 5 H KAB 259 -74.591 -29.740 -24.507 1.00 0.00
ATOM 6 H KAB 259 -74.591 -29.740 -23.907 1.00 0.00

1 2 3 B 5 6 7 8
12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
ATOM 1 H KAA 259 -76.991 -20.140 -53.307 1.00 0.00

B ATOM 2 HS KAA 259 -76.391 -20.140 -53.907 1.00 0.00
ATOM 3 HS KAA 259 -76.391 -20.140 -53.307 1.00 0.00
ATOM 4 H KAB 259 -75.191 -29.140 -23.907 1.00 0.00
ATOM 5 HS KAB 259 -74.591 -29.740 -24.507 1.00 0.00
ATOM 6 H KAB 259 -74.591 -29.740 -23.907 1.00 0.00|

Figura 12: Excerto de um arquivo PDB de cavidades biomoleculares. (A) Arquivo de saida atual
com a representagéo de pontos internos. (B) Arquivo de saida novo com a representagao de pontos
de superficie e pontos internos. Colunas 1-6: nome do registro. 7-11: numero serial do atomo. 13-
16: nome do atomo. 18-20: nome do residuo (cavidade biomolecular, no caso). 23-26: numero
identificador da sequéncia. 31-38: coordenada ortogonal para X em angstroms. 39-46: coordenada
ortogonal para Y em angstroms. 47-54: coordenada ortogonal para Z em angstroms. 55-60:
Ocupancia. 61-66: Fator de temperatura.

4.3.2 Implementacdo do parémetro “distancia de remogao”

A definicdo do teto de uma cavidade é uma dificuldade na detecgdo de
cavidades biomoleculares. O KVFinder utiliza um parametro nao-customizavel,
chamado “distancia de remocgao”, para a definicao do teto das cavidades encontradas.
Esse parédmetro elimina parte da regido de fronteira com o meio das cavidades, sendo

fixado a remogédo de quatro unidades de grade em cada eixo. Desta maneira, o



44

parametro remove todos os pontos adjacentes a uma distancia de quatro unidades de
grade. A diminuicdo desse parametro possibilita a prospecgdo de cavidades mais
superficiais; poréem, ao mesmo tempo, dificulta a segregacdo das cavidades
biomoleculares. Outro problema vinculado ao parametro é a distancia de remocgao ser
dada em unidades de grade ao invés de um valor de comprimento em angstroms,
sendo que a utilizagdo de unidades de grade para o usuario € contra-intuitivo e a
distancia removida varia de acordo com o espacamento de grade escolhido pelo
usuario. Para solucionar essas limitagdes, a distancia de remocédo € um parametro
customizavel pelo usuario no parKVFinder e utiliza um valor de comprimento em
angstroms em detrimento de valores de unidade de grade por ser mais intuitivo e
simples. Assim, o valor em comprimento € dividido pelo espagamento de grade para
determinar o numero de unidades de grade a ser removido na rotina. O funcionamento

do parametro “distancia de remocgéo” esta esquematizado na Figura 13.
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Figura 13: Representacdo esquematica do funcionamento do parametro “distancia de
remocgao”. (A) Representagéo bidimensional da biomolécula em uma grade mostrando pontos da
biomolécula (vermelho) e da cavidade (cinza). (B) Pontos da grade sobrepostos pela sonda Probe
Out sao marcados em verde. (C) Pontos de grade sobrepostos pela sonda Probe In sao marcados
em azul. (D) Os pontos de cavidades (azul) sdo definidos como diferenca das superficies das sondas
e os pontos de meio (verde) sdo definidos como a intersecgao das superficies das sondas. O
espagamento de grade (h) e distancia de remogéo hipotéticos desse sistema séo 1,0 angstrom. (E)
Partindo de um ponto de meio (verde) marcado em vermelho, todos os pontos adjacentes a ele séo
inspecionados. (F) Os pontos inspecionados que sao pontos de cavidade (azul) sdo removidos da
cavidade e passam a ser pontos de meio (pontos verdes marcados em azul). (G) O procedimento é
repetido para todos os pontos da grade.
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4.3.3 Implementacdo de método indireto do espagcamento de grade

A definigdo do espagamento de grade pelo usuario ndo € intuitiva, ainda mais
para usuarios inexperientes em meéetodos baseados em grade. A implementagao de
uma alternativa a definicdo direta do espagamento de grade facilita a utilizagdo do
programa parKVFinder por usuarios iniciantes. A definicdo indireta é baseada no
conceito de resolugdo de imagem, porém o método utiliza o volume dos voxels ao
invés da area dos pixels para definir a resolugcdo. O método indireto disponibiliza
volumes pré-determinados de voxel (resolugdes) para posteriormente determinar o

espagamento de grade.

4.3.4 Desenvolvimento de interface de linha de comando

A interatividade do programa parKVFinder com o usuario final depende da
interface grafica do programa de visualizagao molecular PyMOL. No entanto, esse tipo
de interatividade limita analises em larga escala, sendo que nao é possivel interagir
diretamente com o programa parKVFinder sem o arquivo de paradmetros. Para superar
essa limitagéo, a interface de linha de comando integrada ao programa parKVFinder
foi desenvolvida e aceita os mesmos parametros customizaveis disponiveis no arquivo
de parametros e no plugin grafico do PyMOL. Os parametros que nao forem passados
pelo usuario assumem os valores padroes 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 parametros.

A interface de linha de comando apresenta limitagbes na segregacao do
espaco por nao ser possivel visualizar as estruturas tridimensionais das biomoléculas.
Para superar essa limitagao, dois métodos de segregacao do espago 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 minimas e maximas de cada eixo (Figura 14A) para construir a caixa de
busca. Ja o segundo método, denominado caixa de busca por residuos, utiliza um
arquivo separado por tab com uma lista de residuos na forma numero do residuo na
estrutura e caracteres identificadores da cadeia separados por um sublinhado (Figura
14B), e um valor espacgador (padding) em angstroms. O método recupera os valores
minimos e maximos do conjunto de residuos passados, e o comprimento do

espacador € adicionado aos valores maximos de cada eixo e subtraido dos valores



46

minimos em cada eixo. Em posse desses valores minimos e maximos de cada eixo,

a caixa de busca por residuos é definida para segregag¢ao do espago no programa.

A Xmin Xmax Ymin Ymax Zmin Zmax

B resnl_cadeia resn2_cadeia ce resnN_cadelia

Figura 14: Arquivos padroes dos métodos de segregagao do espaco na interface de linha de
comando. (A) Caixa de busca customizada. (B) Caixa de busca por residuos.

4.4 Desenvolvimento de conjunto de testes

O conjunto de testes foi desenvolvido para analisar o desempenho do programa
parKVFinder, versdo atualizada, otimizada e paralela do programa KVFinder, em
termos de capacidade de deteccao de cavidades e tempo de execugdo. O conjunto
de testes de proteinas, denominado kv1000, é formado por um subconjunto do RCSB

Protein Data Bank (http://www.rcsb.org), contemplando 1000 entidades proteicas que

se assemelham nas caracteristicas da populagdo presente no RCSB PDB. Além
disso, as entidades proteicas presentes no conjunto de testes apresentam uma
distribuicdo semelhante a populagdo nos quesitos massa molecular e classificagao
enzimatica para inferir confiabilidade na capacidade do parKVFinder em prospectar e

caracterizar cavidades proteicas na populagao proteica do RCSB PDB.

4.5 Implementacao de descritores de propriedades

As cavidades prospectadas pelo programa parKVFinder serdo descritas de

acordo com as suas caracteristicas espaciais, constitucionais e fisico-quimicas.

4.5.1 Descritores de propriedades espaciais

Os descritores de propriedades espaciais, volume e area, ja estavam
implementadas nas rotinas do programa KVFinder. O descritor de volume nao foi
alterado, porém foi avaliado seu desempenho no novo programa parKVFinder. Por
outro lado, o descritor de area superficial foi atualizado com técnicas de estimativa de
area superficial em objetos digitais compostos por voxels. Além de volume e area
superficial, dois novos descritores espaciais foram agregados ao programa
parKVFinder, o grau de profundidade, que pode ser calculado através da varredura
dos pontos de cavidade em diferentes camadas em comparacdo ao meio, e o

somatério da profundidade das cavidades encontradas.
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4.5.1.1 Area superficial

O calculo da area superficial das cavidades empregado no programa KVFinder
considera apenas uma face do voxel como superficie, tornando a area superficial
subestimada. Considerar apenas uma face como acessivel aproxima a superficie real
a uma combinacao de superficies retas, sendo o erro agravado para superficies reais
rugosas. Tendo em vista a reducao deste erro entre a area real e a area estimada, um
novo método para o calculo da area superficial de cavidades foi implementado no novo
programa parKVFinder.

A metodologia proposta € baseada na classificacdo dos voxels de superficie
em seis classes propostas por Mullikin e Verbeek (1993) (Figura 15). Os voxels de
superficie sao divididos nas classes de acordo com a quantidade de faces em contato
com a biomolécula e a localizacido destas faces. Os voxels do tipo S1.3 aparecem em
planos digitais e do tipo S4.6 s&o encontrados em regides curvas de fronteira. A area
superficial (Equacao 8) é estimada pela combinagéao linear da frequéncia das classes
multiplicada pelo peso da classe. Tendo o esquema de classificacdo dos voxels
definido, Mullikin e Verbeek (1993) definiram os pesos dessas seis classes, para
remover o viés na estimativa da area para orientag¢des aleatérias do plano e minimizar
o erro quadratico médio. Os pesos sao W1 = 0,8940, W2 = 1,3409, W3 = 1,5879, W4 =
2,0000, W5 = 1,6667 e We = 2,6667. De acordo com Windreich, Kiryati e Lohmann
(2003), a metodologia proposta € de simples implementagéo, rapida computagéao e
atinge uma boa acuracia. Além disso, a estimativa da area superficial tende a melhorar

com o aumento da resolugao, ou seja, a redugédo do tamanho dos voxels.

Fonte: Adaptado de Windreich, Kiryati e Lohmann (2003).

Figura 15: Classes de voxels de superficie.
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6
71\1‘ = 2 Wj : NS,j,i (8)
j=1

Onde 4; é a estimativa da area superficial da cavidade i, W;é o peso da classe j de
voxels de superficie e Ns;; € o numero de voxels de superficie 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
identificacdo 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. Apos o agrupamento dos pontos de cavidade pelo algoritmo DFS,
os pontos de cavidades localizados a uma unidade de grade de um ponto de meio s&o
os pontos de fronteira cavidade-meio, que sao identificados como o valor negativo da
flag numérica da cavidade correspondente. Para cada ponto da cavidade, as
distancias euclidianas entre o ponto e a fronteira cavidade-meio sao calculadas. Por
fim, a profundidade de cada ponto de cavidade € definida pela menor distancia
euclidiana entre o ponto e a fronteira. No entanto, existem cavidades que nao
possuem contato com o meio, ou seja, s&o bolsdes enclausurados dentro da
biomolécula (voids). Esse tipo de ponto tem sua profundidade definida como zero por
nao ser acessivel por este método. Os valores de profundidade em cada ponto de
cavidade serdo projetados na estrutura de saida através do fator de temperatura. O
arquivo de resultados do parKVFinder apresenta a profundidade maxima e a
somatodria 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 sao a
composi¢ao e caracteristicas dos residuos formadores das cavidades e a contagem
desses residuos.
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4.5.2.1 Residuos formadores das cavidades proteicas

A recuperacdo dos residuos pertencentes as cavidades prospectadas
proporciona a descricdo desses residuos em termos de localizag&o e caracteristicas.
A rotina de recuperacdo dos residuos empregada no KVFinder realiza a busca de
pontos de cavidade dentro de um cubo de busca para o atomo do residuo analisado.
O cubo de busca é construido com base no didametro da sonda Probe In e o raio de
van der Waals do atomo analisado. O cubo tem aresta equivalente ao dobro da soma
do didmetro da sonda e o raio do atomo, e o cubo é centrado nas coordenadas do
atomo analisado. Vale ressaltar que todas as coordenadas cartesianas sao
transformadas em unidades de grade, e os valores minimos e maximos do cubo s&o
arredondados para o numero inteiro inferior e superior, respectivamente. Desta
maneira, quando um atomo encontra um ponto de cavidade dentro do cubo de busca,
o residuo deste atomo é identificado como formador da cavidade. Porém, os residuos
recuperados podem estar distantes da cavidade e ndo contribuirem para a formacao
da mesma. Para superar essa limitacdo, o espaco de busca passa a ser uma esfera
de didametro equivalente a aresta do cubo (Figura 16), assim reduzindo o espago de

busca para recuperar residuos mais proximos da cavidade.

Figura 16: Representagao dos espacos de busca de pontos de cavidades por atomos da
estrutura biomolecular. O cubo de busca esta representado em azul. A esfera de busca esta
representada em vermelho. O centro do espaco de busca, equivalente as coordenadas do atomo,
esta representado pelo ponto verde.
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4.5.2.2 Composigéo, caracteristicas e contagem dos residuos formadores

Os vinte aminoacidos encontrados em proteinas diferem nas caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas de suas cadeias laterais. De acordo com Lehninger,
Nelson e Cox (1995), os residuos podem ser agrupados em cinco classes, tendo como
base as propriedades das suas cadeias laterais. As classes s&o: cadeias laterais (R1)
nao-polares e alifaticas, (R2) aromaticas, (R3) polares n&o-carregadas, (R4)
carregadas negativamente e (R5) carregadas positivamente. No caso da presencga de
residuos com modificagbes pos-traducionais, esses residuos sdo agrupados em uma
sexta classe de residuos nao-classificados. As classes e os aminoacidos presentes

em cada classe estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17: Classes de aminoacidos descrito em Lehninger, Nelson e Cox (1995).

Os residuos formadores das cavidades sdo apresentados no arquivo de
resultados do programa parKVFinder, apresentando a composi¢cao de residuos e a
contagem dos residuos nas cavidades encontradas. Primeiramente, as informacdes
de numero do residuo, caracteres identificadores da cadeia, nome do residuo no

codigo de uma letra e a classe do residuo sdo apresentados para cada residuo em
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cada cavidade encontrada. Além disso, a quantidade de tipos e classes de residuos
presentes em uma cavidade sao contabilizados, assim essas estatisticas dos residuos

sdo apresentadas por cavidade encontrada.

4.5.3 Descritores de propriedades fisico-quimicas

Ainda, novos descritores de propriedades fisico-quimicas também foram
implementados no parKVFinder, dentre eles estdo as escalas de hidrofobicidade e o

potencial eletrostatico.

4.5.3.1 Escalas de hidrofobicidade

O amplo estudo do conceito de hidrofobicidade foi responsavel pela geragao
de diversas escalas. Os variados métodos para obtengdo e parametrizacdo sao
aplicados nas escalas, sendo eles: coeficiente de particao, técnicas de cromatografia,
calculos de area acessivel ao solvente, mutagédo sitio dirigida e mensuragdo de
propriedades fisicas. No entanto, atualmente ndo existe um consenso a respeito de
qual escala melhor representa o efeito hidrofobico (BISWAS; DEVIDO; DORSEY,
2003), sendo assim, é dado ao usuario a op¢ao 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 dicionario
customizavel de escalas de hidrofobicidade, nomeado hidrophobicity scales, que
contém o nome da escala, a referéncia para o artigo, o codigo de trés letras do residuo
e seus respectivos valores na escala (Figura 18A). O dicionario tem suas informacgdes
carregadas no programa, sendo que cada escala carregada recebe um indice
numeérico (Figura 18B). Apds o carregamento do dicionario pelo parKVFinder, uma
grade tridimensional é criada para acumular os residuos mais préximos dos pontos de
superficie das cavidades. Os voxels da grade acumulam o codigo de uma letra do
residuo mais proximo. Para determinar o residuo mais préoximo dos pontos de
superficie, as distancias euclidianas entre os atomos do PDB e os pontos de
superficie, considerando o raio de van der Waals do atomo e o diametro da sonda
Probe In, sao calculadas. E assim, o voxel do ponto de superficie acumula o codigo

de uma letra do residuo de menor distancia para o mesmo. Por fim, os valores de cada
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escala de hidrofobicidade fornecida pelo dicionario sao recuperados no momento de
exportar os arquivos PDB das cavidades de cada escala. Esses arquivos PDB
(<PDB>.<nome_da_escala>.output.pdb) exportam apenas os pontos de superficie
das cavidades com os valores de escala projetados através do fator de temperatura.
O arquivo de resultados do parKVFinder apresenta o nome das escalas utilizadas na
caracterizacao das cavidades como também os valores médios de cada escala para

cada cavidade encontrada.

>HessaHeijne »Nome da escala

A # Recognition of transmembrane helices by the endoplasmic reticulum
translocon. Hessa T, Kim H, Bihlmaier K, Lundin C, Boekel J, Andersson
H, Nilsson I, White SH, von Heijne G. Nature. 2005 Jan 27;433(7024):

377-81, supplementary data.

ALA 0.11 Referéncia bibliografica da escala

PHE -0.32

ILE -0.6 .

LEU _0.55 > Valor da escala por residuo

ASP 3.49

TRP 0.3

VAL -0.31

S B indice Escalas de hidrofobicidade
LYS 2.71 1 HessaHeijne
GLN 2.36 .
MET 0.1 2 MoonFleming
TYR 0.68 ;
GLU 268 3 KyteDoolitte
SER 0.84 4 Zhaolondon
ﬁ?g % 82 5 WimleyWhite
ASN 2.05

GLY 0.74

PRO 2.23

Figura 18: Dicionario de escalas de hidrofobicidade. (A) Fragmento do dicionario nativo de
escalas de hidrofobicidade com o valor da escala para cada residuo. (B) Indices numéricos das
escalas de hidrofobicidade no dicionario nativo.

4.5.3.2 Potencial eletrostatico

Dentre os varios componentes da energética molecular, as propriedades de
solvatacao e as interagdes eletrostaticas sdo de grande importancia devido ao alcance
dessas interacdes. A aplicacdo de um modelo de solvatacéo continuo é capaz de criar
uma representacdo eletrostatica qualitativa robusta, capaz de auxiliar quimicos
experimentais no desenho de farmacos. Para isso, o modelo de solvatacido implicito
baseado na PBE é aplicado (LAMM, 2003) para o calculo do potencial eletrostatico.

O descritor do potencial eletrostatico do parKVFinder integra os pacotes
PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004) e APBS (Adaptative Poisson-Boltzmann Solver,
BAKER et al., 2001) para a resolu¢do da PBE (JURRUS et al., 2017). Esses pacotes

sao distribuidos gratuitamente e com cdédigo livre, e amplamente utilizados pela
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comunidade cientifica. O pacote PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004) estima os
estados de protonagdo das biomoléculas, adiciona atomos de hidrogénio e alguns
atomos pesados ausentes a estrutura cristalografica, e assinala valores de carga e
raio de acordo com o campo de for¢a Parse, tendo o arquivo PDB como entrada e um
arquivo PQR como saida do pacote.

O pacote APBS calcula o potencial eletrostatico com calculos de diferengas
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
parametros customizaveis. Os paréametros incluem: (1) formulagdo da PBE a ser
solucionada (PBE linear, ndo-linear ou forma linear regularizada), (2) condigdo de
contorno para PBE (condicdo de contorno “zero”, Debye-Huckel simples ou Debye-
Huckel multiplo), (3) método de mapeamento das cargas pontuais da biomolécula na
grade (discretizagéo por splines lineares, beta-spline cubico ou beta-spline quintico),
(4) modelos usados na construgdo das constantes dielétricas e acessibilidade de ions
(mol, smol, spl2 e spl4), (5) constante dielétrica do soluto, (6) constante dielétrica do
solvente, (7) numero de pontos de quadratura por angstrém quadrado para usar em
termos de superficie de calculo, (8) raio das moléculas de solvente, (9) taxa de
alteragao para definicbes de superficies baseadas em spline e (10) temperatura do
sistema. Todas os parametros descritos acima possuem valores padrbes, caso hao
sejam definidos pelo usuario.

A execucdo dos pacotes APBS-PDB2PQR ¢é assincrona a execucgao das
rotinas do parKVFinder. A fungao fork cria um novo processo, processo filho, que é
executado simultaneamente com o processo pai, programa parKVFinder. O processo
filho executa as instru¢des dos pacotes APBS-PDB2PQR para o calculo do potencial
eletrostatico. O processo pai, ao terminar de executar todas rotinas para deteccao e
caracterizagdo de cavidades biomoleculares, excetuando o calculo do potencial
eletrostatico, aguarda o processo filho terminar a execugdo de suas rotinas. A
execucao assincrona sO ocorre para o calculo de potencial eletrostatico, nao
ocorrendo em nenhuma outra segao do programa parKVFinder.

Apos a execugdo dos pacotes APBS-PDB2PQR, o mapa eletrostatico
(<PDB>.APBS.potential.dx) é escrito no formato de dados escalares OpenDX. Esse
arquivo é lido pelo programa e os dados de potencial sdo inseridos na grade
tridimensional de forma direta, sem interpolacdo dos dados. Vale ressaltar que
arquivos de potencial eletrostatico em OpenDX podem ser passados diretamente ao
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parKVFinder, ndo necessitando da execucdo dos pacotes APBS-PDB2PQR
integrados ao parKVFinder, sendo inseridos na grade tridimensional da mesma forma.
Por fim, os valores do potencial eletrostatico sdo projetados nas cavidades
encontradas no arquivo PDB de saida (<PDB>.APBS.pdb) através do fator de
temperatura. O arquivo de resultados do parKVFinder apresenta o potencial
eletrostatico médio de cada cavidade encontrada.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento do conjunto de testes

Para avaliagdo do desempenho computacional das novas versdes do programa
KVFinder, o conjunto de testes, kv1000, foi desenvolvido como um subconjunto
representativo do repositorio RCSB PDB. As estatisticas do repositério 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 repositério RCSB PDB, divididas em quatro tipos
moleculares (Figura 19).
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Figura 19: Distribuigao de tipos moleculares no repositério RCSB PDB.

A partir do conjunto de 148.243 estruturas do RCSB PDB, sdo mantidas apenas
as 137.525 (92,77%) estruturas correspondentes a proteinas. Destas estruturas
proteicas, existem 70.909 (51,56%) estruturas classificadas como enzimas pelos
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critéerios do RCSB PDB e a distribuicdo dos tipos enzimaticos dentro desse
subconjunto esta apresentado na Figura 20.
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Figura 20: Distribuicdo de tipos enzimaticos no repositério RCSB PDB.

Destas estruturas contendo proteinas, o repositério determinou a existéncia de
252.809 entidades proteicas distintas. A distribuicdo de massa molecular das
entidades proteicas distintas esta apresentada na Figura 21. O banco de dados
MUFOLD-DB (HE et al., 2014) realizou a filtragem das entidades distintas e
recuperacdo de suas respectivas estruturas atdbmicas. A partir dessas entidades
proteicas, o MUFOLD-DB manteve as entidades com similaridade menor que 30%,
estruturas obtidas a partir da difracdo de raios X e massa molecular maior que 9 kDa.
Esses critérios tém o intuito de eliminar estruturas proteicas com alta redundancia em
termos de similaridade sequencial e estrutural, baixa resolucéo estrutural e estruturas
de possiveis ligantes. Desta maneira, obtém-se 12.315 (4,87% das entidades
distintas) entidades proteicas com baixa similaridade e alta resolucéo.

As entidades distintas de baixa similaridade e alta resolu¢do do MUFOLD-DB
foram selecionadas aleatoriamente para compor o kv1000, seguindo um conjunto de
regras como replicar as distribuicbes entre enzimas e n&o-enzimas (51,56% enzimas
e 48,43% nao-enzimas), de classes enzimaticas (Figura 20) e massa molecular das
entidades (Figura 21B) do repositorio RCSB PDB. Além disso, também foi definido um
percentual maximo de entidades de um tipo de classificagdo ndo-enzimatica. Como o

maior subconjunto ndo-enzimatico € a classificagdo “Sistema Imune”, e 0 mesmo
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equivale a 3% do total de estruturas depositadas no repositorio, os subconjuntos nao-

enzimaticos ndo foram maiores que 3% no conjunto de testes kv1000.
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Figura 21: Distribuicao de massa molecular das entidades distintas no repositério RCSB PDB.
(A) Todas as entidades proteicas. (B) Entidades proteicas com massa molecular maior que 9 kDa.

Por fim, o conjunto de testes kv1000 é composto por 1000 entidades proteicas
com baixa similaridade e alta resolucédo, sendo que as suas distribuicbes de massa
molecular (Figura 22A), entre enzimas e n&o-enzimas (Figura 22B) e classes
enzimaticas (Figura 22C) se assemelham as distribuigbes da populagao proteica do
repositorio RCSB PDB. Assumindo-se que as estatisticas das estruturas depositadas
no repositério ndo variem significativamente no tempo, o conjunto kv1000 é

considerado como representativo a populacao de estruturas proteicas depositadas no
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RCSB PDB e os resultados obtidos para o conjunto podem ser expandidos para a

populagao proteica do repositério RCSB PDB.
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Figura 22: Estatisticas do conjunto de testes kv1000. (A) Distribuicdo de massa molecular das
entidades. (B) Distribuigéo entre enzimas e ndo-enzimas. (C) Distribuicdo de classes enzimaticas.
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5.2 Atualizacao, otimizacdo e computacgao paralela das rotinas

O método baseado em grade tridimensional e esferas aplicado pelo KVFinder
enquanto eficiente para deteccédo dos diferentes tipos de cavidades biomoleculares
ainda possui espago para otimizacdo e melhoria das rotinas empregadas. O
desempenho do programa KVFinder foi avaliado pela ferramenta Valgrind para
determinar o perfil plano e o grafico de chamada das fun¢des. A ferramenta Valgrind
requer a execugao do programa para determinar o tempo consumido e quantidade de
chamadas de cada fungdo. Com base nisso, o programa KVFinder prospectou
cavidades da grande subunidade do Staphylococcus aureus em complexo com
lincomicina (PDB 5HKYV, Figura 23) com os parédmetros padrdes do programa exceto
a sonda Probe Out com diametro de 8,0 angstroms. Os tempos computacionais,
porcentagem do tempo total, quantidade de chamadas e descricdo das principais

funcdes do programa KVFinder estdo na Tabela 2.

Figura 23: Estrutura da grande subunidade do Staphylococcus aureus em complexo com
lincomicina. A estrutura do complexo (PDB 5HKYV; 6304 aminoacidos) esta representada na forma
de cartoon.

De acordo com a Tabela 2, grande porgdo do tempo computacional de
execucao do KVFinder esta concentrado em poucas fungodes, entre elas Matrix_surf,
Matrix_subtract e Matrix_fill2. O foco da reducédo do tempo computacional passou pela
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atualizagao, otimizagcdo e paralelizacdo destas rotinas, mas sem esquecer das

pequenas contribuicbes advindas das demais rotinas do KVFinder.

Tabela 2: Informagoes das fungdes do programa KVFinder pela ferramenta Valgrind. O tempo
computacional e nimero de chamadas de cada fungéo foram obtidos pela execugdo do programa para

o PDB 5HKV.
Nome da Namero de Tempo
funcéo chamadas Descricdo computacional
¢ (% do total)
. Homogeiniza as superficies moleculares o
Matrix_surf 2 geradas pelas sondas Probe In e Probe Out 7m57s (45,94%)
. Comparacao das grades 3D preenchidas o
Matrix_subtract 1 com sistema de dupla sonda 5m08s (29,71%)
Preenchimento da grade 3D com a
Matrix_fill2 2 biomolécula estudada e a sonda escolhida 1m44s (10,00%)
(Probe In ou Probe Out)
Calcula a raiz quadrada positiva de um o
sqrt 6.641.978.101 double 44s (4,28%)
Verifica se os pontos vizinhos ao ponto
analisado sao pontos de biomolécula ou o
check_pos 13.670.758 estédo ao lado de um ponto que seja vizinho a 33s (3,15%)
um ponto de biomolécula
Agrupa de pontos pertencentes a mesma o
DFS_search 1 cavidade por busca em profundidade 27s (2,56%)
remove._cavity 89 Remove a tag dos pontos das cavidades que 255 (2,42%)

Matrix_export

ndo atingiram o volume de corte

Exporta os pontos de cavidades no formato
de arquivo PDB

Recupera os residuos em contato com as

21s (2,02%)

q o]
Matrix_search 1 cavidades 4s (0,40%)
ceil 1.455.399.602 Retorna o niumero inteiro superior 4s (0,38%)
floor 748.583.069 Retorna o numero inteiro inferior 2s (0,19%)
get_line 1.865.462 Extrai linha dos arquivos lidos 1s (0,12%)
o Atribui o valor inteiro 1 para todos os voxels o
Matrix_initialize 3 da grade 3D 1s (0,07%)
e Atribui o double 0.0 para todos os voxels da o
Matrix_initialize2 2 grade 3D 1s (0,05%)
. Aplica filtro para determinagéo dos pontos de o
Matrix_surface 1 superficie das cavidades 15 (0,05%)
Realiza a estimativa de area superficial das o
Area_search 1 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 légicas nas rotinas empregadas. A preparagao e escrita dos resultados
do programa (<PDB>.KVFinder.output.pdb e <PDB>.KVFinder.results.txt) sdo contra-
intuitivos pela escrita ndo ser realizada totalmente dentro do KVFinder e ser
dependente do plugin grafico. Logo, os arquivos de saida sdo distintos quando
executamos o programa diretamente e via plugin grafico do PyMOL, sendo que essa
inconsisténcia prejudica a utilizagdo do programa por parte do usuario final. Com base
nisso, a preparacao e escrita de arquivos passou a ser realizada totalmente pela nova
versao do KVFinder, assim padronizando os arquivos de saida independente da forma
de chamada do programa. Além disso, a etapa intermediaria de escrita dos residuos
que cercam as cavidades no arquivo cavres.txt foi removida. Esse arquivo ndo é
empregado em nenhuma rotina do programa, sendo utilizado apenas para escrever
esses residuos no arquivo de resultados, onde serdo utilizados pelo plugin grafico
para identificar estes residuos no PyMOL.

O arquivo de resultados (<PDB>.KVFinder.results.txt) e o arquivo de
parametros (Parameters.txt) ndo sdo formatos de serializagdo que facilitam o uso e
compreensao pelo usuario. Os modelos de escrita de arquivos de configuragao padréo
TOML, JSON e YAML foram testados e o formato TOML foi adotado como arquivo de
resultados (<PDB>.KVFinder.results.toml) e arquivo de parametros (parameters.toml)
por causa de sua simplicidade e facilidade para uso e compreensao por parte do
usuario. Exemplos de arquivos de parametros e fragmentos dos arquivos de
resultados da versao antiga (Parameters.txt e <PDB>.KVFinder.results.txt) e da nova
versao do parKVFinder (parameters.toml e <PDB>.KVFinder.results.toml) estédo
apresentados no Anexo B.

A reestruturacdo das fungdes no procedimento de refatoragdo passou pela
substituicdo de variaveis por ponteiros nas chamadas, reduzindo as etapas de
duplicacdo de memoria dentro do programa. Com a passagem de ponteiros, as
variaveis globais podem ter seu valor alterado dentro das fungbes locais chamadas
no programa em detrimento da atribuicdo do valor da variavel local para a variavel
global. Além disso, as rotinas empregadas nas fungdes foram simplificadas para
realizar menos atribui¢gdes e remover iteragdes desnecessarias, como a conversao de
tipos de variaveis, leitura dos parametros de entrada, testes de decisao e reducéo do
numero de variaveis intermediarias. Desta forma, a reducdo e simplificagcdo das

atribuicoes realizadas, diminuiram o tempo computacional de execugédo do programa
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Aliado a reestruturagcao de fungdes, a reestruturacao das estruturas de dados para os
parametros de entrada e os resultados finais simplificou a organizagdo do codigo-
fonte, o processamento de resultados parciais e o procedimento de escrita em disco.
Por outro lado, a presencga destes registros aumentou o consumo de memoria, mas
mantendo a eficiéncia e ndo prejudicando a execugéo do programa.

A refatoragdo também avaliou as rotinas empregadas quanto a redundéancia
das tarefas executadas. Foram identificados testes de decisdo para instrugdes que
serdo executadas independente das condi¢gbes passadas ao programa. Sendo assim,
estes testes de decisdo podem ser removidos das rotinas do programa. Além disso,
as fungdes Matrix_initialize e Matrix_initialize2 também executam tarefas redundantes
para o funcionamento do programa KVFinder, pois as grades tridimensionais ja tém
seu valor inicializado em cada voxel quando as mesmas sao criadas. Além disso, a
funcado Matrix_initialize2 inicializa a grade tridimensional de voxels do tipo double e
essa grade nao é utilizada nas rotinas empregadas no programa. Porém, esta
estrutura de dados permanece como legado da primeira versdo do KVFinder
(OLIVEIRA, 2011), a qual era utilizada para acumular valores de carga dos atomos da
biomolécula estudada. Desta forma, ambas funcbes ndo sdo necessarias para o
funcionamento do programa, sendo removidas na nova versdo do programa.

O tempo de escrita em disco ndo aparece diretamente entre as principais
fun¢des do KVFinder (Tabela 2), mas as mesmas utilizam de fungbes para escrita em
disco como, por exemplo, fopen, fclose e fprintf. Essas fungcbdes de escrita em disco
séo responsaveis por 7,5s (0,72%) da execugao do KVFinder para a estrutura SHKV.
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 saida,
sendo que a escrita é concentrada em uma unica operacédo continua ao final do
programa devido as informagdes a serem escritas estarem salvas no registro criado.
Os retentores atuam na escrita dos parametros essenciais para interpretacao dos
resultados, como caminhos para arquivos e “espagamento 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 documentagéo da execugéo do programa KVFinder
(KVFinder.log). Essas modificagdes sdo capazes de reduzir o tempo computacional
desta tarefa para 1,2s (0,11%) da execugdo do KVFinder para a estrutura 5SHKV.
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5.2.1 Analise do desempenho computacional da atualizagdo e otimizagao

ApOs os procedimentos para atualizag&o e otimizagao do programa, as rotinas
empregadas na nova versao atualizada e otimizada do programa KVFinder estao

descritas na Figura 24.
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Figura 24: Fluxograma das rotinas empregadas no programa KVFinder atualizado e otimizado.
As rotinas atuam na prospecgao e caracterizagao espacial de cavidades biomoleculares. As rotinas
alteradas estdo identificadas em vermelho.
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Para a analise de desempenho da atualizagdo e otimizacdo do programa
KVFinder, € necessario definir o conceito de speedup. Partindo de uma mesma
configuragcdo computacional, o speedup, Equagdo 9, € a razdo do tempo
computacional entre dois programas que processam o mesmo problema. Neste caso,
0 speedup sera a razdo do tempo computacional do programa antigo pelo tempo
computacional do programa atualizado e otimizado.

b 9)
4

S =

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

execugao do programa 1 e t, € o tempo computacional do programa 2.
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Figura 25: Desempenho computacional das versdes do KVFinder. Grafico de barras do tempo
computacional de execugao das versdes do KVFinder otimizado e atualizado (vermelho) e antiga
(ciano). O tempo computacional e o speedup estao apresentados para faixas de massa molecular
das entidades proteicas do conjunto k1000. A escala do tempo computacional esta 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 trés 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, estdo apresentados na Figura 25.
Os tempos computacionais de execugdao da versdo 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
contribuigdo para o menor desempenho da versao antiga do KVFinder é a escrita dos
arquivos temporarios com os residuos formadores das cavidades, sendo um arquivo
temporario para cada cavidade encontrada.

Por fim, a versdo otimizada e atualizada do KVFinder tem sua eficiéncia
comprovada e a paralelizagdo pode gerar um aumento significativo de desempenho
para todas as faixas de massa molecular das entidades proteicas do conjunto kv1000.
Portanto, a otimizagcdo e atualizagdo do cédigo-fonte para remover redundancias,
reestruturar fungdes e estrutura de dados, aumentar a legibilidade de usuarios e
simplificar os arquivos de entrada e saida do programa foi capaz de melhorar o
desempenho global do KVFinder.

5.2.2 Analise do desempenho computacional da paralelizagéo

O programa KVFinder possui operagdes matriciais em dados independentes, o
que possibilita a paralelizagdo dessas rotinas por meio da interface OpenMP.
Conforme observado anteriormente na Tabela 2, o tempo computacional de execugao
do KVFinder esta concentrado em poucas fungdes como Matrix_surf, Matrix_subtract
e Matrix_fill2.

As fungdes Matrix_surf e Matrix_subtract possuem rotinas iterativas, na forma
de estrutura de controle de repeti¢cao for, com dados independentes, sendo possivel
0 acesso simultaneo dos voxels da grade e aplicagdo simultanea de fungbes nas
informagdes contidas nesses voxels sem o comprometimento do resultado final do
programa. A paralelizagdo das estruturas de repeticéo € realizada por meio da diretiva
de compilacado #pragma omp for collapse do OpenMP. A alocacio das instrucdes é
feita de maneira dinadmica, ou seja, o balanceamento de tarefas sera aplicado nos
processos paralelos criados a fim de distribuir instrugdes entre elas de forma a manté-
las ocupadas a todo momento. Essa alocagdo dindmica € realizada por meio da
diretiva de compilagdo #pragma omp for schedule(dynamic) do OpenMP. Por outro
lado, a fungdo Matrix_fill2 depende de uma estrutura de lista encadeada simples,

impossibilitando a paralelizagdo desta funcdo, pois cada elemento da sequéncia é
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armazenado em uma célula da lista e cada célula acumula o endereco da célula
posterior.

Apesar das fungdes Matrix_surf e Matrix_subtract serem responsaveis por
grande parte da carga computacional, as fungdes remove_cavity e Matrix_filter
também possuem suas contribuicbes e podem ser paralelizadas. A fungao
remove_cavity remove os identificadores numéricos das cavidades que nao atingem
o volume de corte escolhido pelo usuario. A fungao Matrix_filter seleciona os pontos a
serem utilizados dentro do espaco de busca definido pelo usuario. Ambas funcdes
realizam operacdes em dados independentes e as operagdes dentro delas
independem da ordem que sao realizadas. A paralelizacio das estruturas de repeticdo
for também é pela diretiva de compilagédo #pragma omp for collapse. Sendo assim, o
balanceamento de tarefas ocorre de forma a manter todos os processos ocupados e
um conjunto de instru¢bées nao precisam esperar pela finalizagdo de um conjunto
anterior de instrugdes para iniciar. Entdo, o comando nowait é adicionado a diretiva
anterior e a alocagao dinamica também é realizada pela diretiva de compilagao
#pragma omp for schedule(dynamic). A definicdo das diretivas de compilagdo do
OpenMP utilizadas no parKVFinder estdo apresentadas no Anexo C.

A analise de desempenho da versao paralelizada do KVFinder depende dos
conceitos de speedup e eficiéncia. O conceito de speedup ja foi definido pela Equagéo
9 e, neste caso, sera a razdo do tempo computacional da verséo serial pelo tempo
computacional da versao paralela. O conceito de eficiéncia para p processos,
Equacéo 10, € a porcentagem da razdo do speedup para p processos pelo numero de

processos.

S
E,(%) = %- 100% (10)

Onde E, é a eficiéncia do programa para p processos, S, € o speedup para p

processos e p € o numero de processos.

A nova versao atualizada, otimizada e paralelizada do programa KVFinder,
parKVFinder, foi executada em trés replicatas para as 1000 entidades proteicas do
conjunto de testes kv1000, variando o numero de processos desde 1 até 24
processos. Os tempos computacionais, o speedup e a eficiéncia para cada intervalo
de massa molecular das entidades proteicas do conjunto de testes kv1000 no
parKVFinder estdo apresentados na Figura 26.
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O programa parKVFinder apresentou uma significante redug¢do no tempo
computacional de execugéo para todas as faixas de massa molecular do conjunto de
testes (Figura 26A). Esse aumento do desempenho computacional possibilita a
solugéo de problemas maiores e mais complexos com o parKVFinder, pois o programa
pode atuar na associac¢ao de entidades, desde pequenos complexos até biomoléculas
supramoleculares, de diversas escalas, formas, estruturas e fungdes, e disponibiliza
tempo computacional para o calculo e aprimoramento dos descritores de propriedades

espaciais, fisico-quimicas e constitucionais.
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Figura 26: Desempenho computacional do programa parKVFinder. O programa foi executado
em friplicata para cada entidade proteica do conjunto de testes kv1000. (A) Tempos computacionais
em fungdo do numero de processos aplicados ao problema, por intervalo de massa molecular das
entidades proteicas. (B) Speedup em fungao do nimero de processos aplicados ao problema, por
intervalo de massa molecular das entidades proteicas do kv1000. A linha tracejada preta representa
a Lei de Amdahl para um programa com uma fragéo paralelizavel de 80% e a linha tracejada vermelha
representa a Lei de Gustafson para um programa com um uma fragdo paralelizavel de 80%. (C)
Eficiéncia em fungcdo do numero de processos aplicados ao problema, por intervalo de massa
molecular das entidades proteicas do kv1000.



67

Para o caso de estudo da atualizagao, otimizagéo e paralelizagéo (Figura 23),
aproximadamente 80% das fungdes executadas pelo programa sdo paralelizaveis
(Tabela 2), porém esta fragao é variavel e dependente da biomolécula estudada. Com
base na Figura 26B, a paralelizagdo atingiu um comportamento praticamente linear
para uma pequena quantidade de processos e um comportamento assintotico para
uma grande quantidade de processos, conforme previsto pela Lei de Amdahl (Figura
10). O comportamento da paralelizagdo no parKVFinder ndo obedece as
consideragdes da Lei de Gustafson, pois o programa tem um problema de tamanho
fixo para a mesma biomolécula e o aumento de recursos computacionais ndo acelera
as partes sequenciais. Aléem disso, a eficiéncia da paralelizagdo diminui de forma
logaritmica com o numero de processos utilizados Figura 26C, indicando que existe
um limite para o ganho de desempenho com o aumento do numero de processos
aplicados ao programa. A contribuigdo de cada processo ao ganho de desempenho
do programa diminui com o numero de processos adicionados, indicando que as
perdas por comunicagdo e distribuicdo de tarefas penalizam o ganho de
processamento concorrente.

Portanto, a nova versao paralela do KVFinder, parKVFinder, foi implementada
com rotinas de computagao paralela, gerando um aumento de desempenho e melhor
utilizagcdo dos recursos computacionais. Desta forma, possibilitando a inclusdo e
aprimoramento dos descritores de propriedades espaciais, fisico-quimicas e
constitucionais no parKVFinder. Assim, melhorando a descricao e as possibilidades
de analise de sitios de ligagdo em uma grande gama de estruturas biomoleculares.

5.3 Melhorias incrementais no parKVFinder

As melhorias incrementais implementadas no novo programa parKVFinder séo:
definicdo dos pontos de superficie, implementacdo do parametro “distancia de
remogao”, implementacado de método de defini¢gao indireta do espagamento de grade
e desenvolvimento de interface de linha de comando.

5.3.1 Definigdo dos pontos de superficie

A definicdo dos pontos de superficie das cavidades é importante para a
avaliacdo da forma e area superficial. O filtro de pontos adjacentes implementado no
KVFinder considera os pontos de superficie como pontos de cavidade em que pelo

menos um ponto adjacente € um ponto de biomolécula. O novo filtro de pontos
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vizinhos implementado no parKVFinder considera os pontos de superficie como
pontos de cavidade em que pelo menos um ponto vizinho € um ponto de biomolécula.
Os conceitos de pontos adjacentes e vizinhos estao ilustrados na Figura 27.

Vizinhos Adjacentes

Figura 27: Representagao esquematica de pontos vizinhos e pontos adjacentes.

Para visualizar as diferencas dos filtros de superficie, as cavidades da estrutura
cristalina de uma subunidade da proteina quinase CAMP-dependente (PDB 1FMO)
foram prospectadas usando os dois filtros: filtro de pontos adjacentes e filtro de pontos
vizinhos. A comparacgao dos pontos de superficie do sitio de ligagdo da adenosina da

proteina quinase estdo apresentados na Figura 28.

Figura 28: Comparagao dos filtros de ponto de superficie. A comparacao ¢ feita para a cavidade
do sitio de ligagdo da adenosina na proteina quinase A (PDB 1FMO). (A) Proteina 1FMO
representada na forma de cartoon (cinza), cavidade do sitio de ligagdo da adenosina na forma de
superficie (laranja) e adenosina na forma de sticks (vermelho). (B) Visao lateral (esquerda) e superior
(direita) dos pontos de superficie (verde) e demais pontos da cavidade (laranja) do filtro de pontos
adjacentes. (C) Viséo lateral (esquerda) e superior (direita) dos pontos de superficie (vermelho) e
demais pontos da cavidade (laranja) do filtro de pontos vizinhos. (D) Sobreposi¢cdo dos pontos de
superficie do filtro de pontos vizinhos (vermelho) aos pontos do filtro de pontos adjacente (verde)
com os demais pontos de cavidades (laranja). Note que o filtro de pontos adjacentes (verde) mantém
mais pontos de superficie do que o filtro de pontos vizinhos (vermelho).
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A partir das comparagdes na Figura 28, é possivel observar que o filtro de
pontos vizinhos define menos pontos como pontos de superficie em comparacao ao
filtro de pontos adjacentes. Essa diferencga na definigdo dos pontos de superficie indica
que a area superficial das cavidades biomoleculares € superestimada no programa
antigo como também a forma é imprecisa, pois os pontos de superficie do novo filtro
sdo formados por uma camada com espessura de apenas um ponto de superficie,
diferentemente do filtro aplicado no programa KVFinder. Além disso, como afirmado
anteriormente (Figura 12B), os pontos de superficie serdo marcados como atomos HS
no arquivo PDB de saida e esses atomos também poderao ser visualizados como
nb_spheres vermelhas no PyMOL para diferenciar os pontos de superficie dos demais
pontos da cavidade. Portanto, o novo filtro de pontos vizinhos € mais eficiente para
determinacao dos pontos de superficie e a distingdo dos pontos de superficie dos
demais pontos de cavidade aprimora a visualizacdo da forma das cavidades usando
atomos HS para pontos de superficie e atomos H para os demais pontos da cavidade.

5.3.2 Implementacéo do parametro “distancia de remogéo”

O parametro ndo-customizavel de distancia de remocgéo era definido por quatro
unidades de grade em cada dire¢do independente do espagamento de grade
escolhido pelo usuario. No novo programa parKVFinder, o parametro € customizavel
pelo usuario e recebe um valor de comprimento em angstréoms ao invés de unidades
de grade, sendo menos dependente do espagamento de grade escolhido.

O parametro “distancia de remog¢éo” ajuda a definir o teto das cavidades para
um mesmo valor de espagamento de grade e diametro da sonda Probe Out. Para
avaliar a influéncia da distancia de remocédo na definicdo do teto da cavidade e
prospeccao de cavidades superficiais, as cavidades da estrutura 1FMO foram
prospectadas para diferentes valores de distancia de remogao, mantendo os pontos
de cavidade que estdo a menos de 8,0 angstrdms do ligante, adenosina ou inibidor
PKI, e usando o didametro da sonda Probe Out de 8,0 angstroms e espagamento de
grade de 0,6 angstrom. A comparagao do tetos da cavidade do sitio de ligacéo da
adenosina e da capacidade de prospecgao da cavidade superficial do sitio de ligagéo
da PKI na estrutura 1FMO est&o na Figura 29.
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Figura 29: Investigagao dos efeitos do parametro de distancia de remogéao. Cavidade do sitio
de ligagdo da adenosina da proteina quinase (PDB 1FMO) para diferentes distancias de remocao.
(A) 2.4 angstroms (verde). (B) 1.0 angstrom (azul). (C) 0.0 angstrom (magenta). (D) Sobreposigao
das cavidades prospectadas do sitio da adenosina com diferentes distancias de remogao. Cavidade
do sitio de ligagédo da PKI na proteina quinase (PDB 1FMO) para diferentes distancias de remogéao.
(E) 2.4 angstroms (verde). (F) 1.0 angstrom (azul). (G) 0.0 angstrom (magenta). (H) Sobreposigao
das cavidades prospectadas do sitio da PKI com diferentes distancias de remocéo.
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As prospecgdes da cavidade do sitio de ligagdo da adenosina variam com a
distancia de remocgéao escolhida, conforme apresentado na Figura 29D. Neste caso, a
variagao € do teto da cavidade biomolecular, pois a redug¢ao da distancia de remogao
causa a elevacao do teto da cavidade. Por outro lado, as deteccdes da cavidade do
sitio de ligag&do da PKI também variam com o valor de distancia de remogao, conforme
apresentado na Figura 29H. A variagdo deste parametro também impacta na
capacidade de prospectar uma cavidade superficial, sendo que a reducao da distancia
de remocgéo possibilita a prospecgao do sitio de ligagao do inibidor PKI, que € um sitio
de ligagdo com baixa profundidade e, portanto, um sitio de ligagcédo superficial. Vale
lembrar que a alteracdo do didmetro da Probe Out também afeta a prospecc¢ao de
sitios superficiais, assim como o parametro “distancia de remocg¢ao”. Por fim, a inclusao
do novo parametro customizavel “distancia de remogao” € vinculada a segregacgéo das
cavidades prospectadas e a otimizacio da deteccao de cavidades superficiais no novo
programa parKVFinder.

5.3.3 Implementacdo do parametro “resolugcdo”

O espagamento de grade esta diretamente associado com a complexidade do
sistema a ser resolvido e também a capacidade de prospeccdo das cavidades
biomoleculares. A definicdo do espagamento de grade pelo usuario € contra-intuitiva,
assim um método de definicdo indireto aumentaria a usabilidade do programa. O
meétodo indireto de definicdo do espagamento de grade consiste na escolha de trés
resolucdes: Baixa (Low), Média (Medium) e Alta (High). Estas opg¢des e seus
respectivos volumes para os voxels da grade tridimensional estdo apresentados na
Tabela 3. Vale ressaltar que o método de definicdo direta do espagcamento de grade
continuara disponivel por ser util para usuarios experientes do programa, porém

apenas um método podera ser escolhido pelo usuario.

Tabela 3: Volume de voxel definido por cada opg¢ao de resolugao no programa parKVFinder.

Resolugdo Volume do voxel (A3)
Baixa (Low) 0,2
Média (Medium) 0,1

Alta (High) 0,01
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A Figura 30 apresenta a inclusdo do método indireto na interface do plugin para
o PyMOL e a cavidade do sitio de ligagdo da adenosina na estrutura 1FMO
prospectada em diferentes resolugbdes, mantendo os pontos de cavidade que estdo a
menos de 8,0 angstroms da adenosina e usando a sonda Probe Out de 8,0 angstroms
de didametro. O arquivo de parametros com os dois métodos de definicdo do

espagamento de grade esta apresentado no Anexo B.

Basic ‘ Advanced ‘ Results ‘ Settings | About ‘

e B

Refresh List

A Basic Options: c
Step Size ( A) Resolution:
* High © Medium © Low
Probe InSize (A)
14
Probe Out Size (A )
40
Volume Cutoff (A
5.0
Output Base Name:
1FMO
Overwrite Existing File
Run KVFinder | D

Figura 30: Investigagao do novo parametro de resolugao. (A) Inclusdo do parametro no p/ugin do
PyMOL. As opg¢des do método direto e indireto para definicdo do espagamento de grade estdo
marcadas com um retangulo vermelho. (B) Prospecgao da cavidade do sitio de ligagdo da adenosina
em resolugéo Baixa (verde). (C) Média (azul). (D) Alta (magenta).

O parametro “resolucdo” se baseia no conceito de resolugdo de imagens
digitais da computacéo grafica. Esse pardmetro descreve o nivel de detalhamento da
cavidade biomolecular prospectada. Conforme observado na Figura 30, maiores
resolugdes significam cavidades mais detalhadas, ou seja, mais voxels descrevendo
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um mesmo objeto. Portanto, a inclusdo do parametro “resolu¢ao” simplifica o uso do

espacamento de grade por suas opg¢des serem mais intuitivas aos usuarios.

5.3.4 Desenvolvimento da interface de linha de comando

A interatividade com o programa parKVFinder com o usuario final &€ garantida
pelo plugin grafico do PyMOL e pela nova interface de linha de comando integrada ao
cédigo-fonte do programa (Figura 31). A interface de linha de comando possibilita a
analise de cavidades biomoleculares em larga escala por simplificar chamadas
iterativas de arquivos PDBs de entrada e outros parametros. As opg¢des de linha de
comando podem ser curtas (caractere precedido por ‘-') e/ou longas (cadeia de
caracteres precedido por ‘--’) para definir os parametros do programa.

Para a execugao do programa parKVFinder através da interface é definido um
modo basico de execugao, no qual os parametros podem ser alterados por meio das
opg¢des disponibilizadas, aliada a um conjunto de modos opcionais de execugado, os
quais podem ser combinados de acordo com a demanda gerada pela estrutura a ser
analisada. A configuragdo basica executa a prospecgao e caracterizagdo espacial
(volume, area superficial e profundidade) da estrutura completa. Os modos opcionais
sdo: determinagao do potencial eletrostatico, projecdo das escalas de hidrofobicidade,
segregacao do espacgo por ajuste de caixa de busca (caixa de busca customizada e
caixa de busca por residuos), segregacdo do espago por ajuste ao ligante e
representacéo da superficie (van der Waals e superficie acessivel ao solvente).

A visualizagao 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 compativel com o plugin grafico do
PyMOL. Além disso, os arquivos PDB de cavidades podem ser lidos em outros
programas de visualizagdo 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 pardmetros usados na interface de linha de comando sao salvos no
formato de arquivo de parédmetros TOML com o intuito de verificar as condigdes
usadas na prospecgao e caracterizagdo das cavidades encontradas pelo programa.

Portanto, a interface de linha de comando possibilita a analise em larga escala
de cavidades biomoleculares, aumenta a usabilidade do programa e diminui a

necessidade da utilizagdo do programa via plugin grafico integrado ao PyMOL.



KVFinder help menu

KVFinder software identifies and describes cavities in target biomolecular
structure using a dual probe system.

The description includes spatial, constitutional and physicochemical
characterization. Spatial characterization includes shape, volume, area, depth
and volume depth. Constitutional characterization includes amino acids type and
class distribution. Physicochemical characterization includes hydrophobicity
scales and electrostatic potential.

Usage: KVFinder PDB [options], where PDB is a path to a target PDB file and

options are:

Options:
-h, --help

-v, --version
--verbose

General options:
-p, --parameters
-d, --dictionary
-r, --resolution
-s, --step
-i, --probe_in
-0, --probe_out

--volume_cutoff

--removal_distance

-k, --filled

-t, --template

-E, --electrostatic

-H, --hydropathy

-B, --box

Box adjustment options:

--custom_box

--residues_box

--padding

Surface options:
-S, --surface

Show this help message and exit.
Show KVFinder version number and exit.

Print extra information to stdout.

Define path to parameters file.

Define path to dictionary file.
Default: /home/<user>/KVFinder/dictionary

Define resolution mode (Off, Low, Medium, High)
Default: Low

Define step size (grid spacing).
Default: 0.0 A

pefine probe in size.
Default: 1.4 A

Define probe out size.
Default: 4.0 A

Define cavities volume filter.
Default: 5.0 A3

Define removal distance when comparing probes
surfaces.
Default: 2.4 A

output filled cavities. Increase memory consumption
for molecular visualization.

Create a template KVFinder parameters file with
default parameters.
Default: parameters.toml

Calculate electrostatic potential using APBS code.
Electrostatic calculations are performed through
automatically configured finite difference
Poisson-Boltzmann calculations (mg-auto).

Map hydrophobicity scales on detected cavities. Native
scales includes: HessaHeijne, KyteDoolite,
MoonFleming, WimleyWhite and ZhaolLondon.

Define a search box where KVFinder will detect
cavities.

Define a custom search box based on a file containing
the minimum and maximum cartesian values of each axis
in angstrom.

Automatically set a search box based a file containing
a tab-separated list of residues.

Define residues box padding. Adds a padding length in
each box direction.
Default: 3.5 A

Define a surface representation. The options include:
SAS and VdW. SAS specifies solvent accessible surface.
vdW specifies van der Waals molecular surface.
Default: vdw
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Figura 31: Menu de ajuda da interface de linha de comando do programa parKVFinder. Os
parametros podem ser definidos pelos argumentos apresentados no menu. Os parametros nao
definidos usam os valores padréo também apresentados no menu.
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Ligand options:
-L, --ligand pDefine path to ligand PDB file.

--ligand_cutoff Define ligand radius distance cutoff.
Default: 5.0 A

Hydropathy option:
--scales Define path to hydrophobicity scales dictionary file.
Default: /home/<user>/KVFinder/hydrophobicity_scales

Electrostatic options:
--apbs_results Load APBS electrostatic potential file in KVFinder.
only accepts the OpenDX multigrid data format.

- -pbe Define which Poisson-Boltzmann equation should be
solved. The options include npbe, lpbe and lrpbe. npbe
specifies nonlinear (full) Poisson-Boltzmann equation.
1pbe specifies linearized Poisson-Boltzmann equation.
lrpbe specifies linear form of the regularized
Poisson-Boltzmann equation.

Default: 1lpbe

--becfl Define type of boundary condition to solve
Poisson-Boltzmann equation. The options include: zero,
sdh and mdh. zero specifies "zero" boundary condition.
sdh specifies "Single Debye-Huckel" boundary
condition. mdh specifies "Multiple Debye-Huckel"
boundary condition.

Default: sdh

--chgm Define method by which the biomolecular point charges
are mapped to the grid for a multigrid Poisson-Boltzm
ann equation. The options include: sple, spl2 and
spl4. splo specifies traditional trilinear
interpolation (linear splines). spl2 specifies cubic
B-spline discretization. spl4 specifies quintic
B-spline discretization.

Default: spl2

--srfm Model used to construct the dielectric and
ion-accessibility coefficients. The options include:
mol, smol, spl2 and spl4. mol specifies dielectric
coefficient based on a molecular surface definition
and ion-accessibility coefficient based on an
"inflated"” van der Waals model. smol specifies
dielectric and ion-accessibility coefficients as for
mol, but both coefficients are "smoothed” by a 9-point
harmonic averaging. spl2 specifies dielectric and
ion-accessibility coefficients based on a cubic-spline
surface. spl4 specifies dielectric and ion-accessibili
ty coefficients based on 7th order polynomial.
Default: smol

--pdie Define solute dielectric constant. This is usually a
value between 2 to 20, where lower values consider
only electronic polarization and higher values
consider additional polarization due to intramolecular
motion. The dielectric constant must be greater or
equal to 1.

Default: 2.0

--sdie Define solvent dielectric constant. Bulk water at
biologically-relevant temperature is usually modeled
with a dielectric constant between 78 to 80. The
dielectric constant must be greater or equal to 1.
Default: 78.54

--sdens Define the number of quadrature points per square
angstrom to use in calculation surface terms (e.g.,
molecular surface, solvent accessible surface).
Default: 10.0 An-2

--srad Define radius of the solvent molecules.
Default: 1.4 A

--swin Define size of the support for spline-based surface
definitions.
Default: 0.3 A

--temp Define system temperature for calculation.
Default: 298.15 K

Figura 31 (continuagdo): Menu de ajuda da interface de linha de comando do programa
parKVFinder. Os parametros podem ser definidos pelos argumentos apresentados no menu. Os
parametros ndo definidos usam os valores padrao também apresentados no menu.
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5.4 Descritores de propriedades

Os descritores de propriedades espaciais, constitucionais e fisico-quimicas
estdo apresentados e avaliados nos topicos a seguir. As propriedades espaciais
incluem volume, area superficial, forma e profundidade, as propriedades
constitucionais incluem composi¢cdo, caracteristicas e contagem dos residuos
formadores das cavidades e as propriedades fisico-quimicas incluem as escalas de

hidrofobicidade e o potencial eletrostatico.

5.4.1 Descritores de propriedades espaciais

Os descritores de propriedades espaciais, volume, area superficial, forma e
profundidade, serdo apresentados e avaliados a seguir.

As propriedades espaciais, volume, area superficial e forma, ja estavam
implementadas no programa KVFinder. No entanto, as mesmas foram atualizadas de
forma a aumentar a acuracia. A caracterizagao espacial melhora com a otimizagao e
paralelizagdo 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 numero maior
de voxels, gerando uma melhor aproximacéo de volume, area superficial e forma das
cavidades detectadas. Conforme mencionado anteriormente, o filtro de superficie do
programa foi atualizado do filtro dos pontos adjacentes para o filtro dos pontos

vizinhos, melhorando a caracterizacdo da forma e a estimativa da area superficial.

5.4.1.1 Area superficial

A validagdo da area superficial de cavidades necessita de um conjunto de
sélidos geométricos ocos, uma vez que nao é possivel verificar a acuracia da area das
cavidades prospectadas em estruturas biomoleculares, pois nado existe técnica
experimental para determinar a area superficial de uma determinada cavidade. Desta
forma, o desempenho da nova metodologia de area superficial é avaliado pela
comparagao da area superficial real e estimada de um conjunto de solidos
geomeétricos ocos (Figura 32). A comparagado das areas superficiais entre as
metodologias de Mullikin e Verbeek (1993), KVFinder e os valores reais de cada solido
estdo apresentados na Tabela 4.
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Figura 32: Conjunto de sélidos geométricos ocos.

Tabela 4: Area superficial das cavidades do conjunto de sélidos geométricos ocos. As
estimativas da area superficial foram calculadas pelo método do KVFinder e o método adaptado de
Mullikin e Verbeek (1993) do parKVFinder.

KVFinder parKVFinder

Soélido  Area real (A%
Area (82)  Erro (%) Area(A?)  Erro (%)

A 360,38 337,62 6,32 311,90 13,45
B 272,25 258,06 5,21 258,15 5,18
C 45,10 32,12 28,78 40,15 10,98
D 21,21 14,06 33,71 19,41 8,49
E 33,98 24,56 27,72 28,29 16,75
F 34,63 26,50 23,48 31,72 8,40
G 84,30 71,62 15,04 83,42 1,04
H 74,22 61,31 17,39 70,63 4,84
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Comparando os resultados dos métodos para estimativa da area superficial,
observamos que o método adaptado de Mullikin e Verbeek (1993) tem uma redugéo
no erro percentual para todos solidos geométricos ocos (Tabela 4), exceto para o
soélido A (cubo oco). Esse aumento do erro no sélido A ocorre pelo novo método ser
punitivo para sistemas que possuem grandes superficies retas, sendo que o voxel que
compoe esse tipo de superficie tem uma face acessivel e seu peso € menor que um.
Desta maneira, se o objeto tiver grandes extensdes de superficie reta, a area
superficial sera subestimada. Por outro lado, o solido A tem o erro percentual menor
para a metodologia antiga do KVFinder, pois esta metodologia considera as cavidades
como objetos compostos por superficies retas, ja que o método classifica todos os
voxels de superficie das cavidades com apenas uma face acessivel.

No entanto, as cavidades biomoleculares reais sao compostas
majoritariamente por voxels de superficie, que possuem entre duas e quatro faces
acessiveis. Além disso, também n&o apresentam voxels com apenas uma face
acessivel de forma consecutiva. Desta maneira, esse sistema para voxels com uma
face acessivel s6 se torna punitivo para cavidades quando voxels dessa classe sao
consecutivos, pois estes voxels consideram que a area superficial € menor que a area
da face, pois o voxel ndo esta completamente preenchido pela superficie.

Considerando os solidos estudados na Figura 32, os sodlidos que mais se
aproximam do comportamento de uma cavidade biomolecular sdo os solidos G (esfera
oca) e H (calota esférica oca), pois apresentam uma distribuicdo de classe de voxels
similar a distribuicdo na cavidade biomolecular. Além disso, os solidos G e H
apresentam o menor erro percentual dentre os sélidos 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 maxima e
volume de profundidade da cavidade no arquivo de resultados (Figura 33B). Para
facilitar a visualizagao dos resultados, a interface grafica do programa PyMOL colore

os pontos das cavidades baseado nos valores de profundidade salvos como fator de
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temperatura. A paleta de cores utilizada para colorir os pontos € a paleta do arco-iris

(Figura 33C), sendo a menor profundidade azul e a maior profundidade vermelho.

1 2 3 B 5
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
ATOM 10 HS KAA 259 2.400 4.200 16.800
ATOM 11 HS KAA 259 2.400 6.000 17.400
ATOM 12 HS KAA 259 2.400 6.600 17.400
ATOM 13 HS KAA 259 2.400 7.200 17.400
ATOM 14 HS KAA 259 2.400 9.000 1.200
ATOM 15 HS KAA 259 2.400 9.000 1.800
ATOM 16 HS KAA 259 2.400 9.600 0.600
ATOM 17 HS KAA 259 2.400 9.600 1.200
ATOM 18 HS KAA 259 2.400 9.600 1.800
ATOM 19 HS KAA 259 2.400 9.600 2.400
ATOM 20 HS KAA 259 2.400 10.200 0.600
ATOM 21 HS KAA 259 2.400 10.200 1.200
ATOM 22 HS KAA 259 2.400 10.200 1.800
ATOM 23 HS KAA 259 2.400 10.200 2.400
ATOM 24 HS KAA 259 2.400 10.800 1.200
ATOM 25 HS KAA 259 2.400 10.800 1.800
ATOM 26 HS KAA 259 3.000 0.600 15.600
ATOM 27 HS KAA 259 3.000 1.200 15.000
ATOM 28 H KAA 259 3.000 1.200 15.600
[RESULTS]

B #Volume, area, depth and interface

[RESULTS.VOLUME]
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residues information for each cavity

#Volume unit is cubic angstrom

KAA = 16192.87
[RESULTS.AREA]

#Area unit is square angstrom

KAA = 11456.99

[RESULTS.DEPTH]
#Maximum depth unit is angstrom
KAA = 13.21

[RESULTS.VOLUME_DEPTH]

#Volume depth unit is angstrom

KAA = 133194.48

‘lR R 7B

Figura 33: Resultados da metodologia de determinagao da profundidade das cavidades
biomoleculares. (A) Fragmento do arquivo PDB com a coluna de valores de profundidade
identificada pelo retangulo vermelho. (B) Fragmento do arquivo de resultados com os
resultados de profundidade maxima e volume de profundidade das cavidades, identificados
pelo retangulo vermelho e azul, respectivamente. (C) Paleta de arco-iris para colorir os pontos
de cavidade baseado na profundidade.

A profundidade das cavidades pode indicar possiveis sitios de ligacdo de uma

biomolécula, sendo que os sitios de ligacdo comumente se localizam em regides onde

existe uma variagdo de profundidade com a vizinhanga. As cavidades da estrutura

1FMO foram novamente prospectadas, zerando a distancia de remocéo para

prospectar todas as cavidades proteicas sem segrega-las. A prospeccao foi realizada

com o didmetro da sonda Probe Out de 10,0 angstroms e espagcamento de grade de
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0,6 angstrom. As cavidades prospectadas coloridas por profundidade na paleta de

arco-iris estdo apresentadas na Figura 34.

Figura 34: Determinagao da profundidade dos sitios de ligagdao da quinase A. Resultados da
prospecgao da estrutura da quinase A (PDB 1FMO) com os pontos de cavidade coloridos baseado
na profundidade de cada ponto. (A) Viséo geral das cavidades da proteina quinase com a PKI como
sticks em vermelho. (B) Visao do sitio da adenosina comparado com a superficie (quadro esquerdo)
e com foco apenas no sitio (quadro direito).

Baseado na Figura 34, o sitio de ligacdo da adenosina é o sitio mais profundo
da proteina, pois a coloracdo dos pontos esta arrastada para o vermelho. Por outro
lado, o sitio de ligacédo da PKI é menos profundo que o sitio da adenosina, mas o sitio
apresenta localmente uma variagdo da sua profundidade comparada com a
vizinhanca e a superficie como um todo. Neste caso, o pequeno ligante se liga na
cavidade mais profunda da proteina quinase e o peptideo se liga em um sitio mais
superficial que apresenta uma complementaridade geométrica entre a proteina e o
peptideo. Portanto, a busca por cavidades biomoleculares com alta profundidade ou
com variacao local de profundidade podem ser caminhos interessantes para a

identificacdo de possiveis sitios de ligagao.

5.4.2 Descritores de propriedades constitucionais

Os descritores de propriedades constitucionais, composic¢ao, caracteristicas e

contagem dos residuos, serao apresentados e avaliados a seguir.
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5.4.2.1 Recuperagéo dos residuos formadores das cavidades

A metodologia de recuperagdo dos residuos formadores das cavidades foi
aprimorada, sendo que o espaco de busca foi alterado de um cubo para uma esfera,
conforme ilustrado na Figura 16. A cavidade do sitio de ligagdo da adenosina da
estrutura 1TFMO foi novamente prospectada, para os dois espagos de busca,
considerando a distancia de remogao de 2,4 angstrébms para segregar o sitio das
demais cavidades. A prospeccao foi realizada com o didametro da sonda Probe Out de
4,0 angstroms e espagamento de grade de 0,6 angstrém. Os residuos formadores da
cavidade do sitio de ligagdo da adenosina para os dois espagos de busca, cubo e

esfera, estdo apresentados na Figura 35.

Figura 35: Determinagao dos residuos formadores do sitio de ligagdo da adenosina da
proteina quinase A. Resultados da recuperagéo dos residuos formadores do sitio da adenosina
(vermelho) na estrutura da quinase A (PDB 1FMO; cinza) para dois diferentes espacgos de busca. (A)
Residuos recuperados pelo cubo de busca (magenta). (B) Residuos recuperados pela esfera de
busca (azul). (C) Sobreposi¢ao dos residuos.

Analisando a Figura 35, os residuos recuperados pela esfera de busca sdo
mais proximos da cavidade encontrada quando comparados aos residuos
recuperados pelo cubo de busca, assim possivelmente reduzindo o numero de
residuos que nao participam da formacao da cavidade. Portanto, a esfera de busca é
mais apropriada para a recuperagao dos residuos formadores das cavidades

encontradas.
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5.4.2.2 Composicéo, caracteristicas e contagem dos residuos formadores

Em posse dos residuos formadores, a composicdo das cavidades em termos
de tipos de residuos é conhecida e apresentada no arquivo de resultados
(<PDB>.KVFinder.results.toml). No entanto, os residuos ainda podem ser
identificados em suas classes pelo esquema de cores no PyMOL, conforme
apresentado na Figura 17. Além disso, uma ferramenta foi desenvolvida em Python
para a leitura dos arquivos de resultados do programa parKVFinder e criar os
histogramas, usando a biblioteca matplotlib, da contagem dos tipos e classes de
residuos presentes nas cavidades encontradas. Essa ferramenta sera disponibilizada
aos usuarios junto com o cédigo-fonte do parKVFinder e o plugin grafico do PyMOL.
Os residuos coloridos por classe e os histogramas de tipo e classe de residuos na
cavidade do sitio da adenosina serdo apresentados na Figura 36. Os histogramas das

cavidades encontradas na estrutura 1FMO s&o apresentados no Anexo D.

Frequéncia

Frequéncia
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Residuos Classes de residuos

Figura 36: Composicao, caracteristicas e contagem dos residuos formadores da cavidade do
sitio de ligagao da adenosina. (A) Residuos coloridos por classe. R1: verde lim&o (lime). R2: rosa
claro (lightpink). R3: violeta (violet). R4: trigo (wheat). R5: ciano palido (palecyan). Linhas tracejadas
pretas indicam ligagcdes de hidrogénio, pontes salinas e interagdes metalicas. (B) Histograma da
contagem de tipos de residuos. (C) Histrograma da contagem das classes de residuos.
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Analisando a Figura 36A, é possivel observar a predominancia de residuos
nao-polares e alifaticos, classe R1 (verde limao), em torno da porgéo do sitio onde a
adenosina se liga. Os residuos aromaticos, classe R2 (rosa claro), parecem atuar no
fechamento do sitio de ligagdo, sendo que em ambos lados do sitio os residuos se
combinam em pares para limitar a regi&o do sitio de ligagdo. Residuos polares
carregados negativamente e n&o-carregados, classes R3 (violeta) e R4 (trigo),
assumem posi¢coes estratégicas na proteina para estabilizar o ligante no sitio de
ligagdo através de regides mais polares. Também existe a contribuicdo de regides
polares de residuos apolares, classes R1 (verde limdo) e R3 (violeta), para a
estabilidade do ligante através de regides mais apolares. Os residuos carregados
positivamente, classe R5 (ciano palido), se concentram na regido central do sitio de
ligacdo, proxima a regido do fosfato-gama removido da adenosina.

Baseado nos histogramas da Figura 36B, a contagem dos tipos de residuos &
homogénea, ndo apresentando a preferéncia por nenhum residuo especifico. Ja o
histograma da Figura 36C, apresenta uma frequéncia alta de residuos e uma alta
frequéncia de residuos polares carregados e n&o-carregados quando comparado as
demais cavidades (Anexo D). Ainda, o sitio apresenta uma preferéncia por residuos
nao-polares e alifaticos, como observado na Figura 36A.

Portanto, os descritores constitucionais do parKVFinder sdo capazes de
fornecer informagdes interessantes sobre a cavidade do sitio de ligagdo da adenosina,
auxiliando na interpretagéo do processo de interagéo entre a proteina e o ligante. Além
disso, esses descritores propiciam evidéncias interessantes sobre quais cavidades
sdo possiveis sitios de ligagdo. No entanto, vale ressaltar que os constitucionais s&o
apropriados para a caracterizagao de sitios de ligagdo em proteinas, sendo pouco
informativas para outras biomoléculas, como RNA e DNA.

5.4.3 Descritores de propriedades fisico-quimicas
Os descritores de propriedades fisico-quimicas, as escalas de hidrofobicidade
e o potencial eletrostatico, serdo 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 superficie das cavidades proteicas. Porém,

existem diversas escalas de hidrofobicidade oriundas de variados métodos de
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obtencdo e parametrizacdo. Como nao existe um consenso a respeito da melhor
escala para representar o efeito hidrofébico, o dicionario de hidrofobicidade foi criado
com cinco escalas de hidrofobicidade nativas (Kyte & Doolittle, Hessa & Heijne, Moon
& Fleming, Wimley & White e Zhao & London) e a possibilidade de personalizagéo das
escalas por parte do usuario final. O dicionario de hidrofobicidade (Figura 18) tem suas
informagdes padronizadas e seu processamento possibilita a inclusdo e exclusdo de
escalas pelo usuario. Vale ressaltar que o descritor de escalas de hidrofobicidade é
exclusivo para a caracterizagdo de sitios de ligagdo em proteinas, ndo sendo

aplicaveis para outras biomoléculas, como RNA e DNA.

1 2 3 Rl 5 6 7 8
A 123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890)1234567p901234567890
ATOM 1 HS KAA 259 -6.000 -10.800 -10.800 1.00]-0.31
ATOM 2 HS KAA 259 -6.000 -10.800 -6.000 1.00]-0.60
ATOM 3 HS KAA 259 -6.000 -10.200 -11.400 1.00f-0.31
ATOM 4 HS KAA 259 -6.000 -10.200 -5.400 1.00] 0.30
ATOM 5 HS KAA 259 -6.000 -9.600 -11.400 1.00]-0.31
ATOM 6 HS KAA 259 -6.000 -9.600 -5.400 1.00] 0.30
ATOM 7 HS KAA 259 -6.000 -9.000 -11.400 1.00f-0.31
ATOM 8 HS KAA 259 -6.000 -9.000 -6.000 1.00] 0.68
ATOM 9 HS KAA 259 -6.000 -8.400 -11.400 1.00)-0.32
ATOM 10 HS KAA 259 -6.000 -8.400 -6.000 1.00] 0.68
ATOM 11 HS KAA 259 -6.000 -7.800 -10.800 1.00]-0.32
ATOM 12 HS KAA 259 -6.000 -7.800 -10.200 1.00)-0.32
ATOM 13 HS KAA 259 -6.000 -7.800 -6.600 1.00f 0.68
ATOM 14 HS KAA 259 -6.000 -7.200 -9.600 1.00]-0.32
ATOM 15 HS KAA 259 -6.000 -7.200 -7.200 1.00] 0.68
ATOM 16 HS KAA 259 -6.000 -6.600 -9.000 1.00]-0.32
ATOM 17 HS KAA 259 -5.400 -10.800 -10.200 1.00) -0.31
ATOM 18 HS KAA 259 -5.400 -10.800 -5.400 1.00] 0.30

B [RESULTS.HYDROPATHY]

#Average hydropathy for each hydrophobicity scale provided to KVFinder
scales_names = ["HessaHeijne","MoonFleming","KyteDoolitte","ZhaoLondon","WimleyWhite"]
KAA = [0.61,0.52,0.07,-0.22,-0.15]

o
Hidrofobicidade
Hidrofilicidade

-

>

Figura 37: Resultados da metodologia das escalas de hidrofobicidade nas cavidades
proteicas. (A) Fragmento do arquivo PDB de saida com a coluna de valores de escala identificada
pelo retangulo vermelho. (B) Fragmento do arquivo de resultados com os valores da hidropatia média
para cada escala nativa do parKVFinder. (C) Paleta de amarelo-branco-azul para colorir os pontos
de cavidade baseado na escala de hidrofobicidade escolhida.

A metodologia determina o valor de escala aos pontos de superficie das
cavidades proteicas, e escreve os valores de escala de cada ponto como fator de
temperatura no arquivo PDB (Figura 37A) e os valores médios de hidropatia de cada
cavidade no arquivo de resultados (Figura 37B). Para a visualizagdo das escalas no
PyMOL, a interface grafica colore os pontos de superficie das cavidades baseado nos

valores de escala salvos como fator de temperatura. A paleta de cores utilizada para
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colorir os pontos é a paleta do amarelo-branco-azul (Figura 37C), sendo o valor para
o residuo mais hidrofébico da escala em amarelo e o valor para o residuo mais
hidrofilico em azul, pois as escalas de hidrofobicidade ndo tem necessariamente seu
valor minimo representando o residuo mais hidrofébico e o valor maximo

representando o residuo mais hidrofilico.
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Figura 38: Determinagdao da hidropatia do sitio de ligagdo da adenosina da quinase A.
Resultados da prospecgéo do sitio da adenosina na estrutura da quinase A (PDB 1FMO) com os
pontos de superficie coloridos para a escala de hidrofobicidade de Hessa & Heijne na paleta amarelo-
branco-azul. (A) Pontos de superficie da cavidade do sitio de ligagdo da adenosina, na forma de
surface com a adenosina na forma de sticks (vermelho). (B) Interagbes hidrofilicas entre os residuos
(roxo) e a adenosina (vermelho). (C) Interagbes hidrofobicas entre os residuos (amarelo) e a
adenosina (vermelho). (D) Interagdes entre os residuos do sitio de ligagaéo e a adenosina retirado do
RCSB PDB. Linhas tracejadas pretas indicam ligagées de hidrogénio, pontes salinas e interagdes
metalicas. Linhas verdes mostram interagdes hidrofobicas.
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A hidropatia das cavidades proteicas pode indicar possiveis tipos de interacdes
nos sitios de ligagado de uma proteina. A cavidade do sitio de ligagdo da adenosina da
estrutura 1FMO foi novamente prospectada, considerando a distancia de remocao de
2,4 angstréms para segregar o sitio das demais cavidades. A prospecgao foi realizada
com o didmetro da sonda Probe Out de 4,0 angstrdoms e espagamento de grade de
0,25 angstrom. A cavidade do sitio de ligagdo da adenosina colorida pela escala de
hidrofobicidade de Hessa & Heijne na paleta de amarelo-branco-azul estao
apresentados na Figura 38.

Observando a Figura 38, as escalas de hidrofobicidade possibilitam a
identificacdo dos tipos de interagbes no sitio de ligacdo da adenosina na estrutura
1FMO, pois as interag¢des hidrofilicas ocorrem preferencialmente em regides onde a
coloracdo varia entre branco e azul e as interagdes hidrofobicas ocorrem em regides
onde a coloragdo varia entre amarelo e branco. Vale ressaltar que a estrutura 1FMO
nao possui os hidrogénios e, com isso, as intera¢gdes podem estar deslocadas em
alguns angstroms, ja que as interagdes foram marcadas entre o atomo no qual o
hidrogénio estaria ligado e o atomo em que o hidrogénio faria a ligagdo de hidrogénio.
A interpretacéo das escalas de hidrofobicidade poderia ser aprimorada com a analise
integrada com os descritores constitucionais, assim melhorando a interpretagao das

interagdes no sitio de ligagao.

5.4.3.2 Potencial eletrostatico

O descritor calcula o potencial eletrostatico com os pacotes APBS-PDB2PQR,
integrados ao programa parKVFinder, com execug¢ao assincrona. Para avaliagédo e
validagao do descritor, as cavidades da estrutura 1FMO foram prospectadas com
distancia de remocao de 2,4 angstrdoms para segregagado do sitio de ligagdo da
adenosina, didametro da sonda Probe Out de 4,0 angstroms e espagamento de grade
de 0,6 angstrom.

O potencial eletrostatico € apresentado como linhas de campo (Figura 39A) e
superficie molecular (Figura 39B) do mapa eletrostatico em formato de dados
escalares OpenDX, sendo que esse mapa eletrostatico também é projetado nas
cavidades encontradas no fator de temperatura do arquivo PDB das cavidades (Figura
39C), e os valores médios de potencial eletrostatico de cada cavidade encontrada no
arquivo de resultados (Figura 39D). Vale ressaltar que a superficie molecular (Figura
39B) das cavidades é colorido com base nos pontos de cavidade em contato com o
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mapa eletrostatico, usando as fung¢des nativas do programa PyMOL. Os objetos,
linhas de campo, superficie molecular e cavidades, sao coloridas pelo potencial

eletrostatico na paleta de vermelho-branco-azul, usando o intervalo de -1 a 1 kT/e.

[RESULTS.ELECTROSTATIC]
#Average electrostatic potential
KAA = 2.45

KAB = 0.44

KAC = 0.50

KAD = -0.54

KAE = 0.12

KAG = -0.12

KAH = -0.09

KAI = -0.32

KAJ = 0.01

KAK = 0.13

KAL = -0.31

KAM = 0.09

KAN = 0.03

KAO = 0.05

Figura 39: Determinagcao do potencial eletrostatico dos sitios de ligagdo da quinase A.
Resultados do descritor de potencial eletrostatico da estrutura da quinase A (PDB 1FMO; preto). Os
ligantes, adenosina e PKI, estdo representados na forma de sticks em amarelo. Os objetos séo
coloridos na paleta de vermelho-branco-azul, usando o intervalo de -1 a 1 kT/e. (A) Linhas de campo
do potencial eletrostatico. (B) Superficie molecular das cavidades encontradas coloridas por
potencial eletrostatico no PyMOL. (C) Cavidades encontradas coloridas pelo potencial eletrostatico
no fator de temperatura. (D) Fragmento do arquivo de resultados com os potenciais médios de cada
cavidade encontrada na prospecgdo. O potencial eletrostatico médio da cavidade do sitio da
adenosina esta identificado com o retangulo vermelho.
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Apesar da representagcdo das linhas de campo (Figura 39A) e superficie
molecular (Figura 39B) do mapa eletrostatico serem interessantes, a projegao do
mapa eletrostatico nas cavidades encontradas ndo atinge a mesma acuracia na
representacdo do mapa. Desta forma, a projecdo do mapa eletrostatico pode ser
aprimorada através de métodos de interpolacdo na insercdo dos valores do mapa
eletrostatico na grade tridimensional, assim possivelmente melhorando a
representacdo do mapa eletrostatico nas cavidades, possiveis sitios de ligagdo, e
acuracia do potencial médio calculado no parKVFinder.

O potencial eletrostatico € uma forma de representacdo dos componentes da
energética molecular, solvatagao e interagdes eletrostaticas, as quais sao relevantes
no processo de reconhecimento molecular devido ao grande alcance dessas
interagdes. Baseado na Figura 39, o potencial eletrostatico da cavidade do sitio de
ligacdo da adenosina €& predominantemente negativo em relacdo as demais
cavidades. Além disso, existe uma diferenga de potencial na superficie da proteina,
sendo que as linhas de campo (Figura 39A) mostram uma regido negativa nas
redondezas do sitio de ligagdo da adenosina e uma outra regido positiva na regiao
anterior ao sitio. Portanto, o descritor de potencial eletrostatico € capaz de introduzir
as caracteristicas de interagées de grande alcance na caracterizagao das cavidades
encontradas.

Por fim, um conjunto de descritores de propriedades espaciais, constitucionais
e fisico-quimicas foram implementados no novo programa parKVFinder para a
caracterizacao das cavidades encontradas na etapa de prospec¢ao. Os descritores
espaciais, volume, forma e area superficial, e constitucionais, composicao,
caracteristicas e contagem dos residuos formadores das cavidades, foram
aprimorados da versado do KVFinder publicada por Oliveira et al. (2014). Ainda, novos
descritores espaciais, profundidade, e fisico-quimicos, escalas de hidrofobicidade e
potencial eletrostatico foram implementados no parKVFinder. Essa gama de
descritores foi aplicada na estrutura 1TFMO como prova de conceito, ilustrando a
aplicabilidade e eficiéncia da caracterizagdo 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 prospecc¢ao, caracterizagao e analise de sitios de

ligacdo em qualquer escala de biomoléculas.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O novo programa parKVFinder foi atualizado, otimizado e implementado com
rotinas de computagao 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 usuario final € garantida pelo KVFinder PyMOL plugin, compativel com o
programa de visualizagdo 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 caracteristicas da
populagao proteica presente no RCSB PDB. Com base nos resultados de execugao
desse conjunto, o desempenho de execug¢ao do programa parKVFinder aumentou 9,5
vezes em média e melhorou a utilizagao dos recursos computacionais em comparagao
com o antigo programa KVFinder. Essa melhora no desempenho possibilitou a
inclusdo e o aprimoramento dos descritores de propriedades espaciais,
constitucionais e fisico-quimicas, e melhorias incrementais das rotinas no programa
parKVFinder.

As melhorias incrementais do programa parKVFinder aumentaram as
capacidades de prospeccao de cavidades biomoleculares. A inclusao do parametro
‘resolugao” simplificou o uso do parametro “espagamento de grade” por ser uma
opg¢ao mais intuitiva ao usuario, sendo que o parametro atua como um método indireto
de determinagdo do espagamento de grade. Além disso, a inclusdo do parametro
“distancia de remocao” otimizou a deteccao de cavidades superficiais, sendo possivel
interferir na segregacéo das cavidades através desse parametro. Por fim, a interface
de linha de comando aumentou a interatividade e possibilitou a analise de cavidades
biomoleculares em larga escala por parte do usuario final.

A descricao das propriedades das cavidades biomoleculares foi melhorada pelo
aprimoramento ou inclusdo de descritores espaciais, constitucionais e fisico-quimicos,
porém os descritores constitucionais e as escalas de hidrofobicidade sédo voltados
para cavidades proteicas. A descricdo de area superficial e forma foram melhoradas
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pela redefinicdo dos pontos de superficie das cavidades através de um novo filtro de
pontos vizinhos. Além disso, a metodologia da determinagao da area superficial foi
aprimorada por um método baseado na conectividade dos pontos de superficie com
a biomolécula, que reduziu o erro percentual da area estimada para a area real em
um conjunto de soélidos geométricos ocos. A descricdo de profundidade se mostra
importante para identificar cavidades biomoleculares que sao possivelmente sitios de
ligacdo, conforme apresentado para sitios mais profundos como o sitio da adenosina
na estrutura 1FMO e para os sitios superficiais como o sitio da PKI na estrutura 1FMO.

A descricdo constitucional das cavidades em termos da composigao,
caracteristicas e contagem dos residuos formadores auxiliam na interpretacdo do
processo de reconhecimento molecular entre o receptor e o ligante. A descricdo de
hidropatia por meio das escalas de hidrofobicidade possibilitou a identificagdo de
caracteristicas estruturais bem estabelecidas, como ligagbes de hidrogénio e outros
tipos de interagdes no sitio de ligagdo da adenosina na estrutura 1FMO. Além disso,
a customizacgao do dicionario de hidrofobicidade traz a possibilidade de investigar o
problema a partir de diferentes escalas e incluir escalas que n&do sido nativas do
programa parKVFinder. Por fim, a descrigdo da solvatagéo e interagdes eletrostaticas
por meio do potencial eletrostatico calculado pelos pacotes APBS-PDB2PQR,
integrados ao parKVFinder, introduzem informagdes sobre interagbes de grande
alcance na caracterizagao das cavidades biomoleculares encontradas.

As perspectivas futuras passam pelo desenvolvimento de um preditor de sitios
de ligagdo em estruturas biomoleculares, baseado na caracterizagéo das cavidades
biomoleculares prospectadas pelo parKVFinder, sendo que o programa ainda &
dependente da interpretagdo humana para avaliagdo de quais cavidades sao
possiveis sitios de ligacdo. Com a evolugéo e disseminagéo do aprendizado profundo,
o computador é capaz de reconhecer padrdes, algumas vezes imperceptiveis por
humanos, sendo possivel o reconhecimento de padrdes de sitios de ligagdo em
estruturas biomoleculares. Por outro lado, a correlagdo dos descritores nas cavidades
que sao sitios de ligagao e as que nao séo deve ser avaliada em um grande conjunto
dados para determinar as variaveis (descritores de propriedades) relevantes para o
problema estudado. Além disso, outra rodada de aprimoramento dos descritores pode
ser necessaria, como, por exemplo, a melhoria na projecdo do mapa eletrostatico nas

cavidades por meio de métodos de interpolagéo.
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ANEXO A: EXEMPLOS DE ARQUIVOS DE CONFIGURAGAO

Anexo A1: Exemplo de arquivo de configuragédo no formato TOML.
# This is a TOML document.

title = "TOML Example"

[owner]
name = "Joao Victor da Silva Guerra"
organization = "Brazilian Biosciences National Laboratory/CNPEM"

group = "Laboratory of Computational Biology"

[academic]

project = "Prospection and characterization of supramolecular cavities"
supervisor = "Paulo Sergio Lopes de Oliveira"

level = "master's scholar"

year = 2018

program = "Biosciences and Technology of Bioactive Products"”

institute = "Institute of Biology"

university = "University of Campinas"

Anexo A2: Exemplo de arquivo de configuragdo no formato JSON.

"title": "JSON Example",
"owner": {
"name": "Joao Victor da Silva Guerra",
"organization": "Brazilian Biosciences National Laboratory/CNPEM",
"group": "Laboratory of Computational Biology"
}s
"academic": {
"project": "Prospection and characterization of supramolecular cavities",
"supervisor": "Paulo Sergio Lopes de Oliveira",
"level": "master's scholar",
"year": 2018,
"program": "Biosciences and Technology of Bioactive Products"”,
"institute”: "Institute of Biology",
"university": "University of Campinas"”
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Anexo A3: Exemplo de arquivo de configuragao no formato YAML.

# This 1s an YAML document.
title: YAML Example
owner:
name: Joao Victor da Silva Guerra
organization: Brazilian Biosciences National Laboratory/CNPEM
group: Laboratory of Computational Biology
academic:
project: Prospection and characterization of supramolecular cavities
supervisor: Paulo Sergio Lopes de Oliveira
level: master's scholar
year: 2018
program: Biosciences and Technology of Bioactive Products
institute: Institute of Biology
university: University of Campinas
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ANEXO B: ARQUIVOS DO PROGRAMA KVFINDER

Anexo B1: Exemplo de arquivo de parametros Parameters.txt (versdao antiga) do programa
KVFinder.

/home/user/KVFinder/dictionary
input/1FMO.pdb
1FMO.KVFinder.output

.6

[ N oNcNoNoNoNONONO]
CNoNONONONONONO)

[ cNCN SR NoRSE SloNoNoNoNoNoNoNoNo NN
(<)
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Anexo B2: Exemplo de arquivo de paradmetros parameters.toml (versao nova) do programa
parKVFinder.

#TML configurstion file for KVFinder software,
title = "KVFinder parameters file"

[FILES PATH]

#93th For the KVFinder dictionary file, with atoms information,

dictionary = */hone/user /KVF inder/dictionary”

#Wath for the hydrophobicity scales dlctu:marg file,

gxdrnpathy‘dictmnarx; * thone/user/KVFinder /hydrophobicity_scales®
ath for the input P08 file,

pdb = */home/user/KVFinder/input/1FM0.pdb™

#P5th for the putput files,

output = “/home/user /KVFinder/input/"”

28ase name for the putput files,

base_name = "1FM0"

#0ath for the POB ligand fila.

iigand = "*

[SETTINGS)
#Settings for KVFunger software

[SETTINGS.modes] )
#whole Protein mode defines the szarch space as the whals protein.
whole protein_mode = true
#ox Rlustment mnde defines the szarch space as the biox drawn in PyNOL.
bax = false
#lazolution mode automatically defines step size inside the box grid.
#If zet High, it defipes 3 unitary box volume of &.2, If set Medium, it defines 3 unitary box volunme of 0.1, If set Low, 1t defines a
unitary box of @01, If ser Off, it gets inputed step size,
resolution_mode = "Low"
#FSurface mode selects type to be conzidered, (falsel Solvent Accessible Surface {SAS) ar |truz) Molecular Surface (VdW).
surface_mode = true
#kvp_mode dafines \f cavities output PO8 will be shown 3z filled cavities {true) ar net |falsel,
kvp_node = false
#L19and node 15 used ta limit the search space around a ligand.
ligand_mode = false
#Hydrophathy node naps hydrophobicity scales on the prospected. cavities.
Izdropath*mde = true
tectrostatic mede activates czloulation electrostatic poteatial through AP3S code.
electrostatic_mode = true

[SETTINGS.step _size] .
#Mefines the size hetween grid points, Directly affects the precision. Also has a effect on the rumning time,
step_size = 4.00

[SETTINGS. probes] ) ) ) )
#AVFinder works with & two sized probe system. A smaller grube. tha Probe In, and a bigger ane, the Probe Qut, rolls around the proteu
#The g:nnts reached by the Probe In but not By the Probe (ut are considered cavity points

#The Probe In radius.

robe in = 1.40

fThe Probe Jut radius

probe_out = 4.60

[SETTINGS.cutoffs]

#Sats a filter on the KNFinder output, axcluding cavities with smalier volumes than this paraseter.

volume_cuteff = 5.80

#0=finzs the search radius for the Ligand adjustment mads,

ligand_cutoff = 5.00

#efines an removal distance whep defining cavities by comparing Probe In and Probe Out surfaces. Default: 2.4 angstroms.
removal_distance = 2.48

[SETTINGS.visiblebox]

#loordinates of the box vertices that defines the search space. Only four points are necessary to define the box.
bPl = {bX1 = 4.86, bYl = 0,68, bIl = 6.4

bP2 = {bX2 = 0.68, b¥2 = 0,88, bZ2 = 0.

bP3 = {bX3 = 4.88, b¥Y3 = 0.88, bZ3 = 0.08}
bP4 = {bXd = .98, b¥Yd = 0,88, bZd = B

[SETTINGS. internalbox]
#(oordinates of the internal box vertices.

Pl =1Xl = -4.08, Y1 = -4.64, 71 = -4.88}

P2 =1{X2 =4.80, Y2 = -4.08, 22 = -4.88}

PI={X3 =-1.00, Y3=4.00, 23 = -4 64}

PA = {Xd = -4.08, YA = -4 88, 74 = 4.84}
[SETTINGS.eletrosiatic]

#alve Paxsznn-Bnltmann eguation with npbe, 1lpbe or lrpbe,

= "lpbe’
E‘Z’gge of I;aundnry condition used to selve Poisson-Boltzmann aquation. Cptions: zero, sdh, ndh.
= *sdh"

#&ithw hy which the bionolecular point charges are mapped to the grid far 3 nultiarid Poisson-Boltzmann eguation, Optians: splh, spl2
sp
chgn = "spl2"
tll”jg:el '._lsedlto construct the dieletric and 1on-accessibility coefficients, Options: mol, smnl, spl2, spld,
s = "smpol"
#lieletric canstant of the solute nmolecule,
ie=2.08
ieletric canstant of the solvent.
sdie = 73.54
:!:unber % agadra’.ure paints per squars angstrom to usz i calculation surface terms. Default: 18.0 angstroms
ens = 18,
#Madius of the splvent nelecules

srad = 1.48
#5izre of the support for spline-based surface definitisns. Default: 8.3 angstrom.
swin = 8.38

#Tepperature for the calculation. Default: 298.15 K.
tenp = 295.15
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Anexo B3: Fragmento dos arquivos de resultados <PDB>.KVFinder.results.txt do programa
KVFinder.

KVFinder Input = /home/user/KVFinder/tutorial/5HKV.pdb
KVFinder Output = /home/user/KVFinder/tutorial/KV_Files/5HKV.KVFinder.output.pdb

#KVFinder Results:
Cavity KAA: Volume
Cavity KAB: Volume

5.62 Angstrons”3
26.35 Angstrons”3
Cavity KAA: Area = 10.72 Angstrons”2
Cavity KAB: Area = 34.16 Angstrons”2

#Interface Residues for Each Cavity:
Cavity KAA 26 D
Cavity KAA 235 C
Cavity KAA 234 C
Cavity KAA 233 C
Cavity KAA 232 C
Cavity KAA 97 C
Cavity KAA 96 C
Cavity KAA 95 C
Cavity KAA 50 C
Cavity KAB 293 D
Cavity KAB 292 D
Cavity KAB 291 D
Cavity KAB 290 D
Cavity KAB 40 D
Cavity KAB 25 D
Cavity KAB 24 D
Cavity KAB 23 D
Cavity KAB 237 C
Cavity KAB 236 C
Cavity KAB 235 C
Cavity KAB 50 C
Cavity KAB 49 C
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Anexo B4: Fragmento do arquivos de resultados <PDB>.KVFinder.results.toml do programa
parKVFinder.

#TOML results file for KVFinder software

title = "KVFinder results file"

[FILES_PATH]

INPUT = /home/user/KVFinder/input/1FMO.pdb

OUTPUT = /home/user/KVFinder/input/KV Files/1FMO/1FMO.KVFinder.output.pdb
LIGAND =

[PARAMETERS]
RESOLUTION = Low
STEP SIZE = 0.60

[RESULTS]
#Volume, area, depth and interface residues information for each cavity

[RESULTS.VOLUME]

#Volume unit is cubic angstrom
KAA = 151.85

KAB = 42.77

[RESULTS.AREA]

#Area unit is square angstrom
KAA = 121.32

KAB = 50.89

[RESULTS.DEPTH]

#Maximum depth unit is angstrom
KAA = 4.24

KAB = 2,40

[RESULTS. VOLUME_DEPTH]

#Volume depth unit is angstrom
KAA = 1614.70

KAB = 163.37

[RESULTS.HYDROPATHY]

#Average hydropathy for each hydrophobicity scale provided to KVFinder

scales_names = ["HessaHeijne","MoonFleming","KyteDoolitte","ZhaoLondon","WimleyWhite"]
KAA = [0.30,-6.87,1.35,0.82,0.37]

KAB = [0.30,0.21,-0.22,-0.09,0.01]

[RESULTS. ELECTROSTATIC]
#Average electrostatic potential

KAA = 2.45
KAB = 0,44
[RESULTS.RESIDUES]

#Interface residues for each cavity

#[residue number,"chain identifier”,"residue name”, "residue class"]

KAA = {[14,"E","S","R3"],[15,"E","V","R1"],[18,"E","F","R2"],[19,"E","L","R1"], [160, "E", "F", "R2"], [152,"E","L", "R1"],
[155,"E","E", "R4"], [156, "E",*Y", "R2"],[292,"E" ,"K" ,"R5"],[302,"E","W" ,"R2"], [303,"E","I","R1"], [306, "E", "Y*,"R2" ]}
KAB = {[18,"E","F","R2"],[22,"E","A","R1"],[25,"E","D", "R4" 1,26, "E", "F", "R2"1, [29, "E", "K", "R5"] , [97, "E", "A" ,"R1"],
[98,"E","¥","R1"], [99; "E","N", "R3"], [156, "E" ,"¥","R2"]}

[RESULTS .RESIDUES.DISTRIBUTION]

#Residues type and class distribution

#[["residue code",frequency],["residue class",frequency]]

KAA = {[["A",0],["R",08],["N",0],["D",0],["C",0],["",®],["E",1],["G",0],["H",0],["I",1],["L",2],["K",1],["M",@],["F"
2],["p",0],["s",1],["T",@],["W",1],["Y",2],["Vv",1],["X",8]],[["R1",4],["R2",5],["R3",1],["R4",1],["R5",1], [ "RX",0]]}
KaB = {[["A",2],["R",0],["N",1],["D",1],["C",0],["C",0],["E",0],["6",0],["H",0],["I",0],["L",0], ["K",1],["M",0],["F"
2],["P",01,["s",8],["T",@],["W",0],["Y¥",1],["v",1],["x",0]],[["R1",3],["R2",3],["R3",1],["R4",1],["R5",1], ["RX",0]]}
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ANEXO C: DIRETIVAS DE COMPILAGAO DO OPENMP

Anexo C1: Definigao das diretivas de compilagao do OpenMP utilizadas no parKVFinder.

Diretiva de compilagao Definigao
#pragma omp for Transforma os seguintes n lagos de repetigdo alinhados
colapse(n) aninhados em apenas um lago de repeticéo linear
Divide os lagos de repeticdo sao divididas em blocos e
#pragma omp for dinamicamente programados entre as tarefas; quando uma
schedule(dynamic) tarefa termina um bloco, outro € dinamicamente atribuido
outro

#pragma omp for
schedule(dynamic)
nowait

Os blocos do lago de repeticdo atribuidos dinamicamente
nao sao sincronizados ao final do lago de repetigao
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ANEXO D: HISTOGRAMAS CONSTITUCIONAIS DO PARKVFINDER

Anexo D1: Histogramas dos residuos formadores das cavidades encontradas na estrutura da
proteina quinase A.
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Anexo D2: Histogramas das classes de residuos formadores das cavidades encontradas na
estrutura da proteina quinase A.

KAA KAB KAC
12 12 12
11 1 11
10 10 10
9 9 9
g s .}
o 8 O 8 0 8
=4 = e
@ 7 “w 7 @ 7
> 3 3
o6 50 o6 =i
[ L Q Q
s frofi = s
4 4 e e 4
kg Ed
3 3 3
2 2 2
1 1 1
o o o
R R2 R3 R4 RL R2 R3 R4 RS RX
Classes de residuos Classes de resfduos Classes de resfduos
KAD KAE KAF
12 12 12 n;\"
1 11 11
10 10 10
9 5 9
© © ©
T 8 T 8 C 8
c c [~
W 7 “w 7 @ 7
3 3 3
O 6 O 6 O 6
4 @ Q
g ] ]
4 4 ‘?ﬂ\“ 4
3 3 5 3
2 2 ~°\° 2
1 5 3 R 8° 8 F 3 8*
o o o
RL R2 R3 R4 RS RX R1 R2 R3 R4 RS RX R2 R3 R4
Classes de residuos Classes de resfduos Classes de residuos
KAG KAH KAl
12 12 12
11 1 11
10 10 10
9 9 9
g s 8
o 8 O 8 0 8
(=4 = e
@ 7 “w 7 @ 7
> 3 3
g 6 o 6 o 6
[ Q Q
s s ol
4 ‘_P»P 4 4
3 & 3 3 o
2 oo
‘;\\ 2 2
1 s §° 8 1 1 s P
o o o
R1 R2 R3 R RS RX R2 R3 R4 RL R2 R3 R4 RS RX
Classes de residuos Classes de resfduos Classes de resfduos
KAl KAK KAL
12 12 12
11 11 11
10 10 10
9 5 9
© © ©
T 8 T 8 C 8 o
< = c <
W 7 “w 7 @ 7
3 3 3
O 6 O 6 O 6
o [ &
el A o s
4 4 3
3 3 3
2 2 2
1 1 1 &°
o o o
R1 R2 R3 R4 RS RX R1 R2 R3 R4 RS RX R2 R3 R4 RS
Classes de residuos Classes de resfduos Classes de residuos
KAM KAN KAO
12 12 12
1 1 11
10 10 10
9 9 9
g s 8
o 8 C 8 0 8
c = c
@ 7 “w 7 @ 7
3 3 3
o 6 o 6 o 6
[ Q Q
s frogi = s
4 4 g 4 e
<§ L
3 & 3 2 3
2 _0"‘?’ 2 N«'\“ 2
1 s §° - 8*° 1 3° 38° 3 1 8° 8 8 s
o o o
R1 R2 R3 R4 RS RX R1 R2 R3 R4 RS RX RL R2

R3 R4 RS RX
Classes de residuos Classes de resfduos Classes de resfduos



ANEXO E: DECLARAGOES

Anexo E1: Declaragao de Bioética e/ou Biosseguranga

- a
« COORDENADORIA DE POS-GRADUACAD
8 INSTITUTO DE BIOLOGIA o
s Universidade Estadual de Campinas )
V‘ Calxa Postal 6109, 13083-970, Campinas, 5P, Brasi!

uNicame onei9 3521-6378, emall: cpgib@unicamp.br

DECLARACAO

Em observancia ao §5° do Artigo 1° da Informagao CCPG-UNICAMP/001/15,
referente a Bioética e Biosseguranga, declaro que o contetdo de minha Dissertagio
de Mestrado, intitulada “Prospecc¢do e caracterizacdo de cavidades
supramoleculares”, desenvolvida no Programa de Pos-Graduagdo em
Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos do Instituto de Biologia da Unicamp,
ndo versa sobre pesquisa envolvendo seres humanos, animais ou temas afetos a
Biosseguranga.

)

Assinatura: { Vidon da dubio. Guunzo,
Nome dofa) aluno(a): Jo&o Victor Guerra

Data: 24/10/2018



110

Anexo E2: Declaragao de direitos autorais

Declaragdo

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagcdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Prospecgdo e caracterizagdo de cavidades supramoleculares, ndo infringem os
dispositivos da Lei n.” 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 01 de Agosto de 2019

Assinatura :ﬂ;eau ideow do dilise Cowia,
Nome do(a) autor(a): Jodo Victor ilya Guerra
RG n.” 49.716.592-2 SSP/SP

Assinatura /)/M/é Z

Nom (a) %\tador(a) Paulo Sérgio-Lopes de Oliveira
RGn.” 21.675.298-8 SSP/




