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RESUMO

Com o avango dos estudos biomoleculares € previsto o surgimento de vdrias limitacdes e,
com isso torna necessdrio o fortalecimento da alianca entre a ciéncia e a tecnologia, tra-
zendo como base o desenvolvimento de novas ferramentas e métodos eficazes para auxiliar
os diversos tipos de estudos, como o uso do método de Dinamica Molecular para auxiliar
no processo de pesquisas com foco na descoberta de farmacos. Esse método possibilita
realizar simula¢des nas quais podem ser observadas ao longo do tempo o comportamento
dos dtomos que constituem a biomolécula em estudo. Na literatura podem ser encontrados
diversos pacotes de ferramentas que possibilitam a realizacdo de simula¢des de dindmica
molecular. O GROMACS ¢ um desses e se destaca por ser bastante utilizado e open-source.
Baseado na complexidade em manipular o GROMACS, este trabalho apresenta uma fer-
ramenta chamada GromaXy, que tem como objetivo prover ao usudrio, uma nova forma
de interacdo com o0 GROMACS, oferecendo a ele uma ferramenta com interface gréfica,
diferente da interface de linha de comandos do GROMACS. Além de uma nova forma de
interacdo com 0 GROMACS, o GromaXy também oferece uma adaptacdo do Atom Valida-
tion, que é uma ferramenta encontrada na literatura e que permite a validacdo de arquivos
PDB. O Atom Validation durante sua execugdo identifica os dtomos ausentes da estrutura
da proteina e apresenta uma lista desses para o usudrio. O GromaXy foi desenvolvido por
meio de um framework web bem difundido na Bioinformética chamado de Galaxy, que
foi adotado neste trabalho por possuir um ambiente simples para a utilizacdo, possibilitar
o compartilhamento de histérico de trabalho, dados de experimentos realizados, e possi-
bilitar o armazenamento do alto volume de dados de trajetdria resultantes do processo de
simulagdo de dinamica molecular. O nome GromaXy foi adotado por fazer uma junc¢io ao
nome do GROMACS e o nome do Galaxy.

Palavras-chave: Dindmica Molecular, GROMACS, Galaxy, Bioinformatica, Proteina.



ABSTRACT

Considering the significant advances in biomolecular researches, the raise of various li-
mitations is predicted. Thereby, reinforcing the link between science and technology, by
introducing the new and effective development tools which can be used in a variety of
scientific studies (i.e. Molecular Dynamics methods for drug discovery), becomes neces-
sary. This method enables the realization of simulations in biomolecular studies in which
atoms’ behavior can be observed during a specific period of time. In the state of art various
researches related to development of tools, whose main goal is facilitating Molecular Dy-
namics studies, are encountered. The GROMACS is one of these tools that is known as an
open-source tool that has been used in lots of research projects. Due to the complexity of
manipulating the GROMACS, the current study presents a new tool called GromaXy, which
aims at providing a new interaction way with GROMACS, by introducing a new graphical
interface which is much more convenient than the GROMACS command line. In addition to
providing a new interaction way with GROMACS, the GromaXy also offers an adoptation
of Atom Validation, which is another tool that has been developed in one of the previous
studies. Atom Validation identifies the absent atoms in protein structure and show the to the
user in form of a list. GromaXy was developed using a well-known framework in bioin-
formatic area called Galaxy. This framework was preferred due to its simple environment,
the ability of sharing the work history and the history of realized experiments, enabling the
high-level storage of data related to the trajectory of simulation process. The GromaXy was

chosen as an adequate name which presents the join of Galaxy and GROMACS.

Keywords: Molecular Dynamics, GROMACS, Galaxy, Bioinformatics, Protein.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao

Com o crescimento na determinacao de estruturas moleculares de biomoléculas, as ciéncias
biomédicas estdo passando por um desenvolvimento revolucionario (ZELLER et al., 1997). De-
senvolvimento este que sO estd sendo possivel com o uso de computadores de alto desempe-
nho, e poderosas ferramentas computacionais, que podem ser utilizadas desde simulagdes até

visualizagdes de complexas estruturas moleculares.

Entre os diferentes tipos de biomoléculas, as proteinas sdo encontradas com grande abundancia
e diversidade nos seres vivos em geral, estando presentes no organismo humano e atuando em
diversos tipos de fun¢des. Fungdes essas que estdo fortemente ligadas a sua estrutura, ao pro-
cesso de sua formagdo e ao seu comportamento com o meio que esta inserida (NELSON; COX,
2014) (VOET; VOET, 2011).

A composi¢ao da proteina € dada pela ligacdo linear de compostos organicos chamados
aminodcidos. Estes compostos possuem estruturas moleculares semelhantes entre si, sendo
diferenciados apenas por sua cadeia lateral, também conhecida como radical R. As ligacdes
de aminodcidos que ocorrem para a formacao inicial da proteina sdo chamadas de ligacdes

peptidicas (NELSON; COX, 2014) (VOET; VOET, 2011).

Como os aminodcidos sdao formados por ligacdes entre 4&tomos e a proteina também € cons-
tituida por um conjunto de dtomos, € a interacao entre esses dtomos € o meio inserido que a

estrutura da proteina é definida.

Entre todos possiveis métodos que podem ser utilizados para estudar interacOes atdmicas
de um sistema, a Dindmica Molecular (DM) € uma técnica que faz aplicac@o de cdlculos fisicos

com a finalidade de determinar a evolu¢do do sistema ao longo do tempo (RAPAPORT, 2004).
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Durante o processo de simulacdo de DM, sdo capturados os dados sobre as posicoes e velocida-
des de cada particula (dtomos nessa Dissertacdo) da biomolécula (proteina nessa Dissertagcdo)
simulada. Estes dados sdo chamados de trajetéria da simulagdo (MORGON; COUTINHO, 2007)
(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Por meio da trajetdria que € possivel visualizar o comportamento
da biomolécula simulada. Para visualizar graficamente a frajetéria da simulagdo € necessario o

uso de um software com tal finalidade.

As estruturas moleculares de proteinas sdo resolvidas através de técnicas como: cristalo-
grafia, ressondncia magnética nuclear, e sdo depositadas em um banco de dados de proteinas
chamado de Protein Data Bank (banco de dados PDB), deixando disponivel aos pesquisadores
o modelo da proteina a ser utilizada por meio do formato de arquivo .pdb (arquivo PDB) (BER-
MAN et al., 2000). Nesse trabalho sdo usadas duas notacdes parecidas, € para ndo gerar conflitos

de interpretacdes, sdo definidas a seguir:

e Arquivo PDB: arquivo na extensdo .pdb; e

e Banco de dados PDB: Protein Data Bank.

Um arquivo PDB contém as informagdes de cada dtomo que compde a proteina, bem como
0s seus respectivos nomes, suas coordenadas, ligagdes que faz com outros atomos e outras
informacdes (BERMAN et al., 2000). Os dados da proteina a ser simulada computacionalmente
devem entdo ser extraidos do PDB, pois por meio das coordenadas de cada atomo € que se

determina o posicionamento inicial de cada 4&tomo no sistema a ser simulado.

1.2 Motivacao

Para a realizacdo de simulacdes de DM podem ser utilizados diversos programas, e esses sao
agrupados em um pacote. Atualmente hd uma grande variedade de pacotes para a realizacao de
simulacdes, que possibilitam tratar diversos tipos de problemas utilizando diferentes técnicas e
métodos (MORGON; COUTINHO, 2007). Como citado em Makarewicz e Kazmierkiewicz (2013),
em sua maioria as ferramentas de simulag@o de biomoléculas carecem de uma interface grafica
de usudrio (GUI). Esta caréncia reflete na complexidade de manuseio destes pacotes por parte
do usudrio que pode nio ter um bom conhecimento computacional, uma vez que sua utilizagdo
depende do manuseio por meio de linhas de comandos contendo varios parametros € a execugao
sequencial de varios programas, de forma que o output de um programa € input para o préoximo

programa. Entre os diversos pacotes encontrados, o GROMACS (APOL et al., 2010) (SPOEL
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et al., 2005) se destaca por ser um dos mais utilizados no meio académico e por ser open-
source. Sendo esses motivos ele foi escolhido para ser utilizado nessa Dissertagdo, podendo em

trabalhos futuros possibilitar o uso de diferentes pacotes.

Atualmente existem projetos que oferecem um ambiente grafico para trabalhar com o GRO-
MACS, porém todas as ferramentas encontradas nao fazem parte do seu projeto padrao, sendo
ferramentas desenvolvidas por terceiros. Todas estas ferramentas graficas encontradas ofere-
cem uma nova forma de interacdo com o GROMACS, o que pode simplificar a manipulagdo de

todos os comandos necessarios para a sua execucao.

As ferramentas gréificas disponiveis sdo encontradas somente em versdes para desktop,
desta forma elas sdo executadas somente localmente no computador do usudrio, exigindo sua
instalacdo e atualizacdo. Durante a pesquisa também foi encontrado um servico robusto de
simulacao chamado Rescale (Rescale, 2014). Este é um servico que dispensa a realizacdo do
processamento local na méquina do usudrio, pois ele realiza todo o processo de simulacdo em
nuvem. Embora o Rescale seja um servigo de alto desempenho em nuvem, ele nao disponibiliza
para o usudrio uma interface na qual ele possa configurar e executar uma simula¢cdo manual-
mente. Diferente dos aplicativos para 0o GROMACS, este servico € pago, em virtude do mesmo

oferecer um ambiente para executar uma simulag@o.

Durante o desenvolvimento dessa Dissertacao, foi identificado junto ao usudrio, uma grande
dificuldade em iniciar uma simulacdo de DM no GROMACS, pois raramente a estrutura da
proteina que estd contida no arquivo PDB, estd completa, ou seja, muitas vezes ha a auséncia

de atomos em sua estrutura.

O programa pdb2gmx do GROMACS, € responsével por fazer leitura do arquivo PDB e
gerar um arquivo de saida na extensdo .gro. Quando o pdb2gmx identifica que a estrutura
da proteina estd incompleta, ele impede que o usudrio dé sequencia ao seu trabalho, gerando
um erro e apresentando o dtomo ausente da estrutura. Como esse programa interrompe sua
execucdo para cada dtomo identificado, esse processo pode se tornar-se muito repetitivo, to-
mando bastante tempo o do usudrio, e esse tempo pode ser relativo ao tamanho da proteina e

quantidade de 4tomos ausentes em sua estrutura.

1.3 Objetivos

Baseado na complexidade de utilizacdo de pacotes de simulacdo de DM, a falta de ferra-
mentas graficas para trabalhar com estes pacotes, e a dificuldade de reprodu¢do de experimentos

realizados por outros pesquisadores, essa Dissertacdo apresenta uma ferramenta que prové uma
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nova forma de interagdo do usuario com o0 GROMACS, junto ao ambiente do Galaxy, neste caso
unindo 0o GROMACS ao Galaxy, e desta juncdo se da também o nome da ferramenta desenvol-

vida: GromaXy.

Essa Dissertacdo também apresenta uma ferramenta que permite a validacdao de arquivos
PDB. Essa ferramenta é uma adaptacdo de uma ferramenta ja existente na literatura, o Atom
Validation (LEITE, 2012). O Atom Validation permite que usudrio valide uma proteina usando
o campo de forca CHARMM?27, porém para essa Dissertacio, o software foi modificado para
que suporte a escolha de quaisquer campos de forca do GROMACS.



Capitulo 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo apresenta os principais conceitos necessdrios para a compreensdo dessa
Dissertagdo, bem como os conceitos bdsicos de DM, a ferramenta Atom Validation, apresentacdo
do framework adotado para o desenvolvimento do GromaXy e conceitos bdsicos de Usabi-

lidade.

2.1 Conceitos de Dinamica Molecular

A DM € uma técnica computacional que torna possivel a realiza¢do de simulagdes, possibi-
litando analisar o comportamento dos d&tomos, computando suas interacdes ao longo do tempo
por meio de equagdes de movimento de Newton, onde a cada passo de interagdo sdo captu-
rados dados sobre as posi¢oes e velocidades de cada particula (dtomos nessa Dissertacdo) da
biomolécula simulada, gerando ao longo do tempo a evolucao temporal do sistema, ao qual €
chamada de trajetoria (RAPAPORT, 2004) (MORGON; COUTINHO, 2007) (NAMBA; SILVA; SILVA,
2008) .

As interacdes moleculares sdo representadas por meio de equagdes, que sdo parametriza-
das pelo chamado Campo de Forca, sendo assim a compressao destas interacdes € de grande

importancia, até para a escolha do campo de forca mais adequado para cada tipo de situacao.

2.1.1 Campos de forca

O conjunto completo de parametros necessarios para descrever os potenciais de interacdes
entre os atomos pode ser definido como Campo de Forca. Estes potenciais podem ser represen-
tados, por exemplo, entre a soma de interacao entre duas moléculas, que pode ser obtida por

meio da soma de movimentos internos da molécula e o potencial de interacdes intramolecula-
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res que € chamada de Energia Potencial. Energia esta que esta representada na Equacao 2.1.
Este fator citado esta relacionado com a deformacdo do arranjo tridimensional dos d&tomos que

compdem a biomolécula em estudo (MORGON; COUTINHO, 2007).

Vtotal - Z Vinter + Z Vintra (2 1)

A parametrizacdo do campo de forca para a realizacdo da simulacdo deve ser realizada
conforme a necessidade do sistema em estudo, pois cada propriedade apresenta sua fun¢ao no

sistema (MORGON; COUTINHO, 2007).

Alguns dos campos de forca que podem ser encontrados no GROMACS s3ao: amber03,
amber94, amber96, amber99, amber99sb, amber99sb-ildn, amberGS, charmm27, encads,
encadv, gmx2, gmx, gromos43al,gromos43a2,gromos53aS,gromos53a6, gromos54a7, opl-
saa. Todos esses foram disponibilizados ao usudrio para que ele possa escolher para validar
suas proteinas. Todos esses campos de for¢a podem ser encontrados dentro de um diretério de
topologia no GROMACS, ao exemplo o diretério /gromacs/top/ no sistema operacional Linux.
Cada campo de forca € descrito em um arquivo e este tem a extensao .ff, que € a abreviacao de

Force Field, tradu¢ao do nome Campo de Forga.

Com toda a descricao realizada é compreensivel que o resultado das trajetorias do sistema
em estudo esté fortemente ligado a parametrizagdo do campo de for¢a, que define os potenciais
de interacdo entre os 4tomos, ja que a evolu¢do do sistema depende das forcas atuantes sobre

cada atomo.

2.1.2 Configuracao inicial do sistema

O processo de simulacdo € realizado dentro de uma caixa, que geralmente € cubica mas
também podem ser utilizadas diferentes geometrias como: paralelepipédica ou octaédrica trun-
cada. Esses sao modelos usuais apenas para a compreensdo, ou seja, apenas representacoes.
ApOs definida a geometria € especificado o posicionamento inicial de cada dtomo do sistema,
definindo o posicionamento de forma que cada dtomo tenha seu espago, buscando nao afetar o

espaco de outros (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).
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2.1.3 Minimizacao de Energia

A Minimizacdo de Energia € um processo também conhecido como otimiza¢do de energia,
que busca ao processo de partida encontrar uma posicao geométrica adequada com o minimo de
energia sobre cada d&tomo, com a finalidade também de diminuir a energia potencial do sistema.
Também necessario para eliminar os maus contatos entre os 4&tomos, este processo € realizado na
forma de um procedimento de caminhada sobre a superficie de potencial buscando o caminho
na qual a energia vai decrescendo, organizando os dtomos até alcancar o minimo de energia

(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

2.1.4 Constraints

Visando a busca por eficiéncia na simulagdo, € possivel aplicar regras de limitacdes (cons-
traints) e restricoes (restraints) que tem por objetivo identificar os movimentos que ocorrem
com muita frequéncia, como: vibragdes das ligacdes de atomos ou mesmo flexdo dos angulos
de ligacdo dos 4tomos, e estabilizar estes movimentos de maneira que ndo ocorra alteragdo na
trajetdria dos dtomos do sistema. Com a aplicacdo destas técnicas € possivel aumentar o espago
do tempo usado nas equagdes, ja que os movimentos que ocorrem com muita frequéncia estao

presentes na maioria dos espacos de tempo analisados (FRENKEL; SMIT, 2001).

2.1.5 Pacotes de Dinamica Molecular

A popularizagdo dos métodos de DM estd fortemente relacionada ao crescente desenvol-
vimento de pacotes de simulagdo de DM que traz avancos para pesquisas na area de Quimica
Tedrica, laboratdrios experimentais, centros de pesquisas farmacéutica e também na drea de
materiais (MORGON; COUTINHO, 2007). Este crescente desenvolvimento de pacotes de DM
acarreta na diversidade de pacotes de software para DM, onde cada um € desenvolvido com
o objetivo de possuir suas proprias caracteristicas de forma a atender um cendrio especifico
(ADCOCK; MCCAMMON, 2006). Como ja citado, a técnica de simulagdo de DM pode ser uti-
lizada ndo somente para simulagdo biomoléculas, mas como também diversos outros tipos de

moléculas. Nessa Dissertacdo o foco do uso de DM ¢ apenas em simulagdo com proteinas.

2.1.5.1 Problemas com usabilidade

Entre os pacotes de DM mais difundidos na literatura € possivel identificar problemas com

dificuldade de uso, uma vez que boa parte dos programas que compdem um pacote de DM,
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exigem do usudrio um conhecimento preliminar em linha de comandos, por algumas situacoes
até conhecimento bésico em programagdo de computadores, que torna necessdrio para a es-
crita de scripts de execugdo, que sdo responsaveis por guiar todo o processo de configuracdo e
simulagdo de DM. Por exemplo, € possivel que o usudrio escreva um script usando a lingua-
gem Shell para determinar todo o processo de simulacdo, como os programas que deverao ser

utilizados em ordens especificas e com arquivos de entradas (input) e saidas (output) especificos

Todas as ferramentas de pacotes de DM geralmente sdo invocadas pelo terminal, necessi-
tando especificar para cada ferramenta invocada, os arquivos de entrada (input), arquivos de
parametrizacdao (.mdp) e arquivos de saida (output) que sdo comumente utilizados como ar-
quivo de entrada também para o proéxima ferramenta a ser invocada. Este processo sequencial
que justifica o desenvolvimento de um script de execugdo, e esta ndo € uma tarefa simples para
um usudrio comum. Por estes e outros motivos conforme citado em Makarewicz e Kazmierki-
ewicz (2013), as ferramentas de simula¢des de biomoléculas carecem de uma interface grafica
de usuario (GUI). Enquanto em Knapp e Schreiner (2009) € destacado que a ado¢do de inter-
faces graficas para software de DM pode trazer um acesso mais amplo e auxiliar o aumento do

nivel de usabilidade.

A Usabilidade estd ligada a facilidade de uso de um sistema, o quanto € facil para o usudrio
interagir com este sistema (NIELSEN, 1994). Além desta, € possivel encontrar na literatura outras

defini¢des de usabilidade. Este assunto serd melhor abordado na Secdo 2.5.

2.2 Galaxy

O Galaxy € uma plataforma web que tem como principal objetivo tornar simples o manuseio
de diversas ferramentas para a utilizacdo, ferramentas que sdo complexas para o manuseio,
configuracdo e instalacdo por um usudrio comum (AFGAN et al., 2016) (GOECKS et al., 2010).
A Figura 2.1 apresenta o seu ambiente de trabalho, possibilitando verificar que a direita fica o
histérico dos trabalhos realizados e a esquerda o seu conjunto de ferramentas. Também possui
um painel superior que contém os controles; neste local sdo encontradas op¢des para o usudrio
se conectar ao Galaxy, uma documentacdo para ajudar o usudrio em suas duvidas, entre outros
recursos. O painel exibe o conjunto de objetivos que compde a ferramenta selecionada para

utilizacdo.
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Figura 2.1: Ambiente de trabalho do Galaxy

Considerando que hoje um dos grandes problemas para a comunidade cientifica € a reprodugao
de experimentos j4 realizados por falta de documentacdo, padronizacdo, ferramentas comple-
xas para utilizacdo e utilizacdo de grandes conjuntos de ferramentas e dados necessarios para
o processamento, o Galaxy tem como caracteristica positiva possibilitar a reproducdo de ex-
perimentos, tendo como diferencial sua producdo de dados, pois ele permite o armazenamento
de dados individuais separados por usudrio, de forma que o usudrio possa configurd-lo para
executar todo processamento necessario e depois utilizar estes dados em andlises para preparar

documentos para publicacdo (AFGAN et al., 2016) (GOECKS et al., 2010).

Outra caracteristica importante do Galaxy € o fato dele ser um servico web, podendo ser
acessado de qualquer lugar, até mesmo por um dispositivo mével, desta forma as ferramentas
sdo disponiveis a qualquer pesquisador, desconsiderando a necessidade de instalagdo de qual-
quer programa localmente em sua mdaquina, ou até mesmo ter um conhecimento avangando
sobre as ferramentas dispostas na plataforma do Galaxy (AFGAN et al., 2016) (GOECKS et al.,
2010).

A plataforma do Galaxy € open-source, e esta disponibiliza seu ambiente para usudrios e
desenvolvedores, possibilitando efetuar o download de seu aplicativo, realizar implantacao em
qualquer ambiente computacional, desde um super computador a um computador pessoal. No
Galaxy desenvolvedores podem desenvolver novas ferramentas ou até realizar modificagdes em

suas ferramentas ja existentes de maneira flexivel, de forma a atender suas necessidades (AFGAN
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etal., 2016) (GOECKS et al., 2010).

Além de todos seus pontos positivos hd uma grande comunidade ativa de desenvolvedores
espalhados por varios paises que utilizam do Galaxy para seus projetos de Bioinformdtica e até
projetos de outras dreas, por ele ja possuir uma estrutura bem definida e ja estar consolidado
no meio académico. Este é um fator importante para a vida e evolu¢do do projeto, ja que
qualquer problema encontrado durante o desenvolvimento pode ser solucionado com a ajuda
de membros da comunidade, além da contribuicio de todos para fazer do Galaxy sempre um

framework melhor, e cada vez mais difundido no meio.

Alguns grupos de pesquisas espalhados por Universidades de vdrios paises utilizam do
Galaxy para atender suas mais variadas necessidades. Na Tabela 2.1 sdo apresentados alguns

dos projetos que foram desenvolvidos por estes grupos e disponibilizados para uso de forma

publica.
Tabela 2.1: Apresentacao de diferentes projetos publicos utilizando o Galaxy
Inicio da Tabela
Projeto Link
Biomina http://biominavm-galaxy.biomina.be/galaxy/
CBiB Galaxy http://services.cbib.u-bordeaux2.fr/galaxy/
DBCLS Galaxy http://galaxy.dbcls.jp/
GalaxEast http://www.galaxeast.fr/
Genboree http://www.genboree.org/galaxy/
GigaGalaxy http://galaxy.cbiit.cuhk.edu.hk/
GVL QLD http://galaxy-qld.genome.edu.au/
GVL Tutorial http://galaxy-tut.genome.edu.au/
INRA-URGI http://urgi.versailles.inra.fr/galaxy
NELLY http://www.bioinformatica.ucr.ac.cr:8080/
Pitagora-Galaxy http://try.pitagora-galaxy.org/galaxy/
ballaxy https://ballaxy.bioinf.uni-sb.de/
CAPER http://www.bprc.ac.cn/CAPE
CardioVascular Research Grid (CVRGQG) http://cvrg.galaxycloud.org/
Center for Phage Technology (CPT) https://cpt.tamu.edu/galaxy-pub/
Cistrome Analysis Pipeline http://cistrome.org/ap/root
CNIC.DarwinTree http://galaxy.csdb.cn/
CoSSci http://socscicompute.ss.uci.edu/
Galaxy-P https://usegalaxyp.org/
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Continuacgdo da Tabela

Projeto

Link

Galaxy PGTB (Virtual Biodiversity Lab)
Genomic Hyperbrowser
Gene Ontololgy (GO)

Image Analysis and Processing Toolkit
International Rice Research Institute (IRRI) Galaxy
MetaNET
MISSISSIPPI
Nebula
Oqtans
Orione
OSDDlinux LiveGalaxy
OSDD Molecular Property Diagnostic Suite (MPDS)
PopGenlE / PlantGenlE
RepeatExplorer
ReproGenomics Viewer
RiboGalaxy
RNA-Rocket @ Pathogen Portal
Stem Cell Discovery Engine
South Green
VectorBase Galaxy
VirAmp
Whale Shark
Workflow4Metabolomics
ABiMS Tools
AB-OpenLab
AGEseq @ AspenDB
BioCiphers Lab Galaxy
BioMaS
CTMM-TralT Demo Galaxy
deepTools
Dostie Lab Galaxy
EpiToolKit
Fast UniFrac

https://galaxy-pgtp.pierroton.inra.fr/
http://hyperbrowser.uio.no/hb/
http://galaxy.berkeleybop.org/
http://cloudimaging.net.au/
http://175.41.147.71:8080/
http://metanet.osdd.net/
http://mississippi.fr/
http://nebula.curie.fr/
https://galaxy.cbio.mskcc.org/
http://orione.crs4.it/
http://osddlinux.osdd.net:8001/
http://mpds.stage2.osdd.net/
http://galaxy.plantgenie.org:8080/
http://repeatexplorer.umbr.cas.cz/
http://rgv.genouest.org/galaxy/
http://ribogalaxy.ucc.ie/
http://rnaseq.pathogenportal.org/
http://discovery.hsci.harvard.edu/galaxy
http://gohelle.cirad.fr/galaxy/
https://www.vectorbase.org/galaxy
http://viramp.com/
http://whaleshark.georgiaaquarium.org/
http://galaxy.workflow4metabolomics.org/
http://webtools.sb-roscoff.fr/
http://ab-openlab.csir.res.in/frog/
http://aspendb.uga.edu/ageseq
http://avispa.biociphers.org/
http://galaxy.cloud.ba.infn.it:8080/
http://galaxy.ctmm-trait.nl/
http://deeptools.ie-freiburg.mpg.de/
http://galaxy.bci.mcgill.ca/
http://www.epitoolkit.de/

http://unifrac.colorado.edu/
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Continuacgdo da Tabela
Projeto Link
Huttenhower Lab http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/
IM-PET http://impet.int-med.uiowa.edu/
In Silico Galaxy http://insilico.utulsa.edu/galaxy/
kmer-SVM http://kmersvm.beerlab.org/
LiSIs http://lisis.cs.ucy.ac.cy/
Majewski Lab http://genomequebec.mcgill.ca/exomeai
Martin Luther U. Halle-Wittenberg http://galaxy.informatik.uni-halle.de/
MBAC Metabiome Portal http://mbac.gmu.edu:8080/
MIRPIPE https://bioinformatics.mpi-bn.mpg.de/
NGS-QC http://galaxy.ngs-qc.org/
ODoSE http://www.odose.nl/
OPPL Galaxy http://biordf.org:8983/
Osiris http://galaxy-dev.cnsi.ucsb.edu/osiris/
P-Galaxy http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jp/
PIA http://galaxy-dev.cnsi.ucsb.edu/pia/
PredPharmTox http://galaxy.predpharmtox.org/
PreSTIGE http://prestige.case.edu/
QBRC Galaxy and PIPE-CLIP http://www.galaxy.qbrc.org/
SIFTED http://thebrain.bwh.harvard.edu/sifted.html
SymD http://symd.nci.nih.gov/
Vinther Lab http://galaxy.bio.ku.dk/
Wageningen UR http://galaxy.wur.nl/
ZBIT Bioinformatics Toolbox http://webservices.cs.uni-tuebingen.de/
Final da Tabela

A Tabela 2.1 apresentou alguns dos projetos disponiveis publicamente para uso, porém

nem todos projetos desenvolvidos com o Galaxy precisam necessariamente de serem disponi-

bilizados para uso geral, podendo desta forma haver outros projetos que foram ou estdo sendo

desenvolvidos utilizando o Galaxy. Este lista de projetos foi apresentada apenas para ilustrar o

quanto o Galaxy j4 estd difundido em projetos de Bioinformatica.
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2.3 GROMACS

O GROMACS € um pacote de simulagdo que permite realizar simulagdo de DM e minimizacao
de energia (SPOEL et al., 2005). Ele é um software livre, disponivel sob a licenca GNU (General
Public License), dessa forma o usudrio tem total liberdade para modificar e distribuir o GRO-
MACS, podendo alterar conforme sua necessidade e até realizar melhorias em seus programas,
estando disponivel gratuitamente a qualquer pessoa, podendo ser utilizado em qualquer compu-

tador pessoal, como um laptop ou desktop.

Esse pacote utiliza os principios de equagdo de movimento de Newton para estudar os
movimentos e interacdes entre os dtomos do sistema em estudo. Essas equacdes sdo realizadas
em pequenos espacos de tempo, de modo que torna possivel analisar o comportamento de cada

atomo de tempo gerando a sua trajetdria no sistema (SPOEL et al., 2005).

2.4 Atom Validation

Durante o processo de determinacdo da estrutura de uma proteina, pode nao ser possivel
identificar parte de sua estrutura, o que ocasiona em um modelo de proteina incompleta, ou
seja, faltando atomos. O Atom Validation € um software que tem como proposta possibilitar
que o usudrio valide um arquivo PDB, afim de identificar quais &tomos podem estar faltando na
estrutura da proteina. Este software utiliza o campo de forca Charmm?27 que esta presente no

GROMACS, no seu processo de identificacdo de atomos ausentes na estrutura (LEITE, 2012).

Durante o processo simulacdo de DM usando o GROMACS, o programa pdb2gmx que faz
parte do pacote do GROMACS, faz leitura e validag@o do arquivo PDB que foi dado como input,
e ao identificar o primeiro 4tomo ausente o programa pausa o processo € informa o usudrio a
falta do &tomo em questdo, para que esse possa inseri-lo no arquivo PDB e tentar novamente.
Este processo pode ter um custo cognitivo elevado, ja que em uma proteina boa parte de sua
estrutura pode estar incompleta. Para esse caso o usudrio teria que efetuar o mesmo processo

muitas vezes, 0 que te tomaria muito tempo.

Diferente do programa pdb2gmx, o Atom Validation realiza todo o processo de validagdo
de uma s6 vez e apresenta uma lista com os residuos que estdo incompletos. O pdb2gmx valida
um residuo por vez, necessitando o usudrio executar o programa toda vez que a ultima execugao

detectou que a estrutura da proteina estd incompleta (LEITE, 2012).

A interface do programa Atom Validation € simples, contendo um menu com as instru¢oes

necessdrias para sua manipulacdo. Além da opcdo que permite informar o arquivo PDB que
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serd utilizado, o Afom Validation permite também ao usudrio definir se ele deseja mostrar ou
omitir os &tomos de hidrogénio durante a investigacdo (LEITE, 2012). A Figura abaixo apresenta

o menu principal do software.

This program requires an input file with

an extension .pdb to start the protein validation,

with options to visualize or hide the hydrogen atoms.
example: AtomValidation.py <path and filename.pdb> [option]
options:

-v: visualize hydrogen

-0: hide hydrogen

Figura 2.2: Menu do Atom Validation
(LEITE, 2012)

2.5 Usabilidade

A usabilidade esta relacionada com a facilidade que o usudrio tem em utilizar um determi-
nado sistema, bem como a eficiéncia na utiliza¢ao e no quanto é agraddvel o seu uso (ROCHA;
BARANAUSKAS, 2003).

A usabilidade de um sistema estd relacionada com a aceitacdo do mesmo, que pode ser
compreendida como uma questao na qual pode observar-se que o sistema possui 0s requisitos
minimos para atender as necessidades e exigéncias dos usudrios e outras partes interessadas,

como utilizadores, clientes e gerentes (NIELSEN, 1994).

A interface do utilizador pode possuir diversas propriedades, e a usabilidade nao € a tnica.
Essa ultima, por sua vez, possui varios componentes e estd associada a varios atributos (NIEL-

SEN, 1994), como:

Facil aprendizagem: O sistema deve ser de facil aprendizagem, e em um curto tempo

ele deve obter resultados com o sistema usado (NIELSEN, 1994);

Eficiéncia: O sistema deve ser eficiente, de modo que apds o usudrio aprender a manusea-

lo, ele deve obter um alto nivel de produtividade (NIELSEN, 1994);

Memorabilidade: O sistema deve ser ficil para memorizar, e apés um tempo o usudrio
deve ser capaz de voltar a usid-lo sem ter a necessidade de aprender tudo novamente

(NIELSEN, 1994);
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e Erros: O sistema deve ser livre ou ter uma baixa taxa de erros, evitando gerar erros graves

durante a utilizacdo do usudrio (NIELSEN, 1994); e

e Satisfacao: O sistema deve ser agradavel ao usudrio, de forma que deixe ele satisfeito

apos sua utilizagdo (NIELSEN, 1994).

As interfaces passaram por evolucgdes ao longo dos anos, e cada estidgio desta evolugao
a impressdo é que as interfaces sempre “’saltam cada vez mais para fora do computador”, se
considerar as primeiras interfaces apresentadas em Grudin (1990), até as interfaces usadas na
atualidade. Na Figura 2.3 € apresentada a evolugdo das interfaces, onde o autor apresenta os
5 focos no desenvolvimento de interface. Mesmo em 1990, que é o ano da publicagdo, ja era
possivel observar esta evolugdo. Os outros tipos de interfaces que sdo utilizadas nos dias de hoje

nao serdo abordadas nessa Dissertacao, ja que nao faz parte dos objetivos desta Dissertacao.

3

Figura 2.3: Representacao da evolucao das interfaces, e o foco em cada estagio de seu desenvolvi-
mento

Adaptado de Grudin (1990)

Na Figura 2.3 foi apresentado o foco de desenvolvimento de cada tipo de interface, e estes
estdo melhor descritos a seguir, onde em cada item € apresentado um tipo de foco de desenvol-

vimento e suas principais caracteristicas:

1. A interface no hardware: Os primeiros usudrios eram Engenheiros que necessitavam
ter uma visao completa do hardware; Os usudrios trabalhavam em bindrio, sistemas
de numeracao hexadecimal, lidavam diretamente com registros especificos, posicoes de
memoria; Aos poucos a distancia entre programadores (e outros usudrios) e o hardware
vem crescendo, trazendo a interface cada vez mais longe “para fora” do computador. Este

crescimento estd longe de chegar ao fim (GRUDIN, 1990);
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2. A interface nas tarefas de programacao: Entre os anos 60 e 70 a maioria dos usudrios
eram programadores; Naquele tempo os equipamentos de informdtica tinha um custo
muito elevado; Melhorar a interface do usudrio (programador) significava melhorar a
sua eficiéncia; Os avancos neste tipo de interface estavam focados em linguagens de
programagdo de alto nivel, montadores, compiladores, depuradores e sistemas operaci-

onais (GRUDIN, 1990);

3. A interface no terminal: Cuida da apresentacdo visual e capacidade interativa dos ter-
minais, computadores e estacdes de trabalho; Responsavel por possibilitar a interacao
do usudrio com o computador por meio de comandos e estagdes de trabalho; A inter-
face geralmente é desenvolvida em uma linguagem de script chamada Shell que permite
a entrada de comandos e realiza a conversdo destes comandos para fun¢des do sistema

operacional (GRUDIN, 1990);

4. A interface no dialogo de interacao: Tem como objetivo desenvolver no computador
interfaces que dé a sensacdo de didlogo com o usudrio; Um dos principais objetivos é
desenvolver uma interface adaptada ao usudrio, baseado na retencao de a¢des dos dltimos
usudrios, na adaptacdo ao longo do tempo; Pode-se dizer que o alcance ao computador
neste tipo de interface deve ir além do teclado e a superficie da tela, devendo ampliar seu
conhecimento para a mente do usudrio; Para o desenvolvimento deste tipo de interface
varios usudrios devem ser assistidos ao longo do tempo, para ser analisada suas interagdes
com o sistema, o registro das teclas utilizadas, além de filmar o usudrio pensando em voz

alta (GRUDIN, 1990); e

5. A Interface com o ambiente de trabalho: Tem foco para o desenvolvimento fora da
interface, no ambiente social ou ambiente de trabalho; Baseado que boa parte dos traba-
lhos realizados em um computador sdo realizados em ambiente social, deve haver uma
nova forma de pensar em desenvolvimento e design de interface, pensando nos diferentes
usudrios do grupo de trabalho, cada um com seu papel, suas habilidades, experiéncias e

preferéncias (GRUDIN, 1990).

Como ja mencionando, a principal proposta dessa Dissertacdo € desenvolver uma ferra-
menta de integracdo entre 0 GROMACS e a plataforma Galaxy, que visa oferecer uma nova
forma de interacdo com o GROMACS, uma forma que oferece ao usudrio um tipo mais atuali-
zado de interface do que a Interface de Linha de Comandos (CLI). Pode-se pensar também

como uma atualiza¢do do tipo de interface.
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2.6 Consideracoes Finais

Conforme mencionado neste capitulo, o Galaxy é um framework web, e este foi adotado
para o desenvolvimento do prot6tipo proposto nessa Dissertacdo. Os motivos por sua adog¢ao

estao descritos no Capitulo 4.



Capitulo 3

LEVANTAMENTO DE DADOS E ESTADO DA ARTE

Este capitulo tem como objetivo apresentar o atual estado da arte no contexto em que esta
pesquisa estd inserida, dando destaque ao estado da arte em software que oferecem uma
nova forma de interacdo com o GROMACS, pacotes de DM, tendo como foco de pesquisa

o pacote de simulacdo GROMACS.

3.1 Software para Dinamica Molecular

Como ja citado, na literatura € possivel encontrar diversos pacotes de simulacio de DM,
porém alguns sdo destaques por serem mais utilizados. Entre esses estdo apresentados a seguir,
cada pacote com seu nome e apOs na Tabela 3.1 sdo comparadas algumas das caracteristicas de

cada pacote.

e AMBER: o pacote AMBER (SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013) possui uma farta
documentagdo, refere-se tanto ao campo de forcas quanto ao pacote de DM e € disponi-

bilizado para fins académicos, porém ndo e gratuito (MORGON; COUTINHO, 2007);

e CHARMM: o CHARMM (BROOKS et al., 1983) possui boa documentacao, refere-se tanto
ao campo de for¢as quanto ao pacote de DM, € disponibilizado para fins académicos e
educacionais. Diferente da maioria dos pacotes de DM, o CHARMM tem uma abor-
dagem mais integrada, diferenciando de outros pacotes de DM onde cada programa do
pacote realiza uma tarefa especifica desde a preparacdo, simulacdo e analise dos resulta-

dos, trajetdria nessa Dissertacdo (MORGON; COUTINHO, 2007);

e NAMD: o NAND (PHILLIPS et al., 2005) ¢ um pacote sofisticado, de alto desempenho,

disponivel para sistemas multi-processados, possui excelente escalabilidade, compativel
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com diversos campos de for¢a, possui excelente documentagdo e distribuicdo gratuita

(MORGON; COUTINHO, 2007);

e TINKER: o TINKER (PONDER et al., 2004) nao tem versdo paralelizada, tem boa documentacao
e € distribuido gratuitamente (MORGON; COUTINHO, 2007);

e GROMOS: 0 GROMOS (SCOTT et al., 1999) possui boa documentacdo, refere-se tanto
ao pacote quanto ao campo de forcas, e também deu origem ao pacote GROMACS. O
GROMACS ¢ um pacote mais recente, rapido, realiza o processamento em paralelo e
¢ distribuido gratuitamente, porém nao possui boa escalabilidade se comparado com o
NAND. Diferente do GROMACS, o GROMOS € distribuido por um valor simbdlico para
fins académicos (MORGON; COUTINHO, 2007); e

e DL _POLY: este pacote (SMITH; YONG; RODGER, 2002) possui documentagao, € gratuito,
possui uma grande variedade de campos de forca e possibilita realizar simulacdes de DM

em paralelo (MORGON; COUTINHO, 2007).

Na lista apresentada, 0o GROMACS foi apresentado juntamente com o GROMOS, apenas
por este ter dado origem a0 GROMACS. Nessa Dissertacao quando citado o pacote GROMACS,
nao se refere ao GROMOS e sim ao GROMACS.

Tabela 3.1: Comparacio entre as caracteristicas dos pacotes de DM mais difundidos na literatura

Inicio da Tabela
Programa | Distribuido gratuitamente | Possui Interface grafica

AMBER Nao Nao
CHARMM Para fins académicos Nao
NAMD Sim Nao
TINKER Sim Nao
GROMOS Nao Nao
GROMACS Sim Nao
DL_POLY Sim Nao

Final da Tabela

Analisando a Tabela 3.1 € possivel identificar que essa Dissertagdo também poderia uti-
lizar alguns dos pacotes CHARMM, NAMD, TINKER e DL_POLY também como pacote de
simulagdao de DM, além do GROMACS, sem ter um custo adicional em relagdo ao valor de

sua distribui¢do. E possivel estender essa Dissertacao para no futuro possibilitar o uso desses
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pacotes.

3.2 Softwares com interface grafica para software de DM

Atualmente existem varios software que possuem interface grafica e tem também como
funcdo oferecer uma nova forma de interagdo com o GROMACS, oferecendo ao usuério sua
interface para interacdo com as ferramentas do GROMACS necessdrias para simulagdo e até

interpretacdo dos resultados. Para esta pesquisa foram encontrados alguns.

Foi notado durante as pesquisas que todos os software encontrados devem ser instalados
no desktop do usudrio, que sao utilizados somente como interface com o objetivo de facilitar a
manipulacio do GROMACS. Todos eles funcionam somente localmente na maquina do usuario,

dependendo dele a instalacdo, configuracdo e até atualizacdo do software ao longo do tempo.

Em contra partida, a proposta do MyGromacs € que ele ndo seja instalado localmente no
computador do usudrio e sim instalado em um servidor, permitindo que o usudrio acesse via
browser, retirando dele também a necessidade de instalacdo do software, suas dependéncias e

sua manuteng¢do ao longo do tempo.

Como j4 descrito nessa Dissertacdo, foram encontrados soffware durante a pesquisa e esses

estdo citados a seguir:

e Gromita: a Gromita € uma ferramenta que possui uma interface de workflow, que pos-
sibilita a orienta¢do do usudrio através de cada passo 16gico no processo de configuracao
da dinamica, tornando acessivel a todos os tipos de usudrios, além de simples ela propor-
ciona ao usudrio uma maior funcionalidade devido a simplicidade na utilizacdo de seus
recursos, trazendo agilidade e simplificando o processo de configuracio e execugao das

simulacdes de DM (SELLIS; VLACHAKIS; VLASSI, 2009);

e Guimacs: baseada em Java e de c6digo aberto, 0 GUIMACS € uma ferramenta que torna

possivel a execucgdo de diversas simulagcdes e andlises simultaneamente (KOTA, 2007);

e Bioclipse: com licenca de c6digo aberto, o Bioeclipse é uma plataforma de bioinformatica
e quimioinformética com rica funcionalidade, interface grafica intuitiva e poderosa arqui-
tetura de plugins (SPJUTH et al., 2007). Entre os plugins disponiveis para o Bioclipse existe
um plugin que permite adicionar algumas das funcionalidades do GROMACS, disponi-

bilizando ao Bioclipse diversos recursos de simulacdo de DM (Bioeclipse Wiki, 2014);
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e Pymol-gromacs: usado por cientistas do mundo todo, o Pymol como é chamado € um
ambiente de visualizacdo e apresentacdo de modelos moleculares depositados no PDB
(DELANO, 2002), que também possui plugin que permite estender suas funcionalidades
por meio da integracdo com outras ferramentas, como algumas ferramentas do GRO-
MACS, que possibilita a realizacdo de DM e interpretacdo dos dados de trajetdria de
DM, permitindo visualizar o modelo molecular estaticamente e dinamicamente (MAKA-

REWICZ; KAZMIERKIEWICZ, 2013);

e MYGromacs: entre as ferramentas encontradas na literatura esta ferramenta é a que
mais se aproxima do GromaXy (desenvolvida nessa Dissertacao), porém o MY Gromacs
¢ uma ferramenta de interface gréafica de usudrio que simplifica apenas a manipulagdo das
ferramentas do GROMACS para anélise das trajetorias. O projeto do MYGROMACS
teve como principal objetivo possibilitar a andlise de trajetorias de moléculas grandes, ja
que ha disponivel na literatura uma outra ferramenta chamada JGromacs que possibilita o
mesmo servigo, porém devido ao alto consumo de memoria ndo possibilita trabalhar com

moléculas grandes (YU, 2012);

e JsimMacs: essa ferramenta desenvolvida em Java permite configurar e executar simulacdes
de Dinamica Molecular avangadas, oferecendo ao usudrio uma interface intuitiva, além
da capacidade de acesso remoto e interatividade 3D. Assim como outros projetos, este
também visa que usudrios podem desfrutar de um alivio em nao precisar codificar scripts

(ROOPRA et al., 2009); e

e Gromacs GUI: essa ferramenta desenvolvida em C++, s6 pode ser executada em Li-
nux e tem dependéncia de bibliotecas externas, como Qt4 e Qwt. O Gromacs GUI pos-
sui uma interface bem completa, na qual oferece ao usudrio diferentes possibilidades
de configuracdes e tipos de simulacdes, conforme necessidades desejadas. O Gromacs
GUI também permite que usudrio plote e até expor graficos, como também possui uma
secdo que facilita para o usudrio configurar os arquivos mdps (.mdp) necessarios para a

simulag@o (Reza Salari, 2017).

Entre todos os software que oferecem interface para 0 GROMACS, encontrados na litera-
tura, o MYGromacs € o que mais se aproxima do GromaXy, devido a sua interface intuitiva
e uso do e-mail do usudrio para informar o final de uma simulagdo, desta forma este foi es-
colhido entre todos outros para ser apresentado nessa Dissertacdo, possibilitando uma simples

comparac¢ao de uma interface ja existente na literatura com o MY Gromacs.

O MYGromacs foi desenvolvido na linguagem de programacdo Java, que possibilita a
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interagdo com as ferramentas do GROMACS escrita na linguagem C. A proposta do MY Gro-
macs € semelhante as demais ferramentas, porém sua interface além de necessitar de instalagao
localmente na mdaquina do usudrio, poderia ser mais intuitiva, ndo exigindo ao exemplo o
usudario informar o caminho dos arquivos na extensao (.mdp) que sdo responsaveis pela parametrizacao
e configuragdo da DM e outros processos. A Tabela 3.2 apresenta a comparacao entre algumas
das caracteristicas do MY Gromacs, e o GromaXy, tornando possivel visualizar os pontos nega-

tivos e positivos de cada projeto.

Tabela 3.2: Comparacao entre as caracteristicas do MYGromacs e o GromaXy

Inicio da Tabela
Caracteristicas MYGromacs | GromaXy
Pode ser acessado pelo browser ? Nao Sim
Necessita instalacao localmente ? Sim Nao
Necessita alterar arquivos .mdp manualmente ? Sim Nao
Necessita especificar o caminho dos arquivos ? Sim Nao
Permite a criacdo de workflow de execugao ? Nao Sim
Armazena histérico de execugao ? Nao Sim
Permite compartilhar os resultados ? Nao Sim
Final da Tabela

Conforme ja apresentado o MYGromacs, a Figura 3.1 apresenta a sua tela inicial que pode

ser acessada por meio do botdo lateral (Home).
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MYGromacs
lhelp

Home

Preparation

Production Run

Analysis

Auto Run

Plot

Exit

Job Name and Email

Job Name:  |myu |
Email: |miaoer@sjsu.com |
|
MD folder: !fhomefmiaofDesktop;‘testH || Browse

| Clear | | Submit |

Figura 3.1: Tela inicial do MYGromacs

(YU, 2012)

A tela apresentada na Figura 3.2, permite que o usudrio informe o caminho do arquivo PDB

ou o id do modelo da proteina, também o caminho dos arquivos (.mdp) e parametrizacao da

DM. Esta tela tem propostas semelhantes as da tela de simulagcdo de DM do GromaXy, porém

para o GromaXy o usudrio ndo necessita manipular arquivos (.mdp) para configurar a DM ou

a minimizacdo de energia, pois a interface do GromaXy oferece ao usudrio os parametros ne-

cessarios, onde ele pode selecionar o parametro de sua necessidade, ndo necessitando manipular

0s arquivos que contém 0s parametros.
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MYGromacs
lhelp
Hama MD Preparation
Preparation PDB file: | || Browse |

ar
PDB ID: | |

Production Run

lons mdp file: ifhomefmiao;’workspace_FMYGromaf:sfsettingsfions.mdp || Browse |

Analysis

EM mdp file: |'h0mefmiac:fworkspacefMVGromacsfsettingsfminim.mdp" Browse |
Auto Run NVT mdp file: |fhomefmiaofworkspacefM‘fGrcmacs_isettingsfmrt.mdp || Browse |
NPT mdp file: !fhomefmiao_mrorkspace,.fM‘."Gromacsfsettingsmpt.mdp || Browse |
Plot
‘ Default | ‘ Clear ‘ | Submit |
Exit

Figura 3.2: Processo tipico de uma simulacao de DM realizada no GROMACS
(YU, 2012)

Baseado nas comparacdes entre 0 MY Gromacs e o GromaXy € possivel identificar os re-
cursos que nao hd no MYGromacs, e esses pontos positivos se tornam importantes para reforcar
a aceitacdo do GromaXy por parte do usudrio, considerando também que além do GromaXy os
recursos do Galaxy também sao disponibilizados ao usudario, assim como compartilhamento de
dados, histéricos de execucdes de ferramentas e outros recursos do Galaxy, que enriquecem e

auxiliam os trabalhos realizados pelo usudrio.

Outro ponto importante para reforcar a aceitacdo do usudrio é disponibilizagdo de uma
adaptacdao do Atom Validation (LEITE, 2012), que permite o usudrio validar seu arquivo PDB
antes de iniciar uma simulacao de DM, com base em qualquer campo de forca do GROMACS

escolhido por ele.

3.3 Consideracoes Finais

Durante a pesquisa bibliogréfica foi identificada a falta de material sobre os diversos pa-
cotes de simulacdo de DM, acarretando em uma deficiéncia de se concluir uma pesquisa com
um mais alto nivel de qualidade sobre esses software. Mesmo os materiais encontrados estao

desatualizados conforme suas devidas datas de publicagdo.

Entre as vdrias ferramentas encontradas, algumas das mais difundidas apresentadas nessa
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Dissertacdo ndo apresentam uma interface gréfica intuitiva, dessa forma € desejavel o desen-
volvimento de um software que simplifique a manipulacio desses pacotes de DM. Na literatura
foi encontrado alguns projetos, porém todos exigem do usudrio a instalacdo, configuracdo e

atualizacao, quando necessario.

Em consideracdo a essas dificuldades encontradas e o atual estado da arte em que essa
pesquisa se encontra, € possivel julgar a relevancia dessa Dissertacdo que apresenta o desenvol-
vimento do GromaXy, que tem como proposta principal oferecer uma nova forma de interacao
com o GROMACS, além de oferecer ao usudrio uma adaptacdo do Atom Validation, para que

ele possa validar suas proteinas antes de iniciar o processo de simulacio no GROMACS.



Capitulo 4

GROMAXY

Este capitulo faz apresentagcdo do GromaXy, destacando seus requisitos, sua arquitetura,

seu ambiente e funcionamento.

4.1 Descricao dos requisitos

Como ja citado no Capitulo 2, hoje um dos grandes problemas na Bioinformadtica € a
reproducdo de experimentos ja realizados por outros pesquisadores, devido ao grande nimero
de ferramentas utilizadas durante todo o processo de pesquisa, o alto volume de dados gerados
ao longo das execugdes de diversos programas, e a complexidade e falta de padronizacdo das
ferramentas utilizadas. O Galaxy foi desenvolvido como uma forma de solucionar esses proble-
mas, e esse foi disponibilizado para ser utilizado para o desenvolvimento de outras ferramentas

na area de Bioinformatica e até outras areas.

Ja foi mencionado também que entre os pacotes disponiveis na literatura, € possivel identifi-
car problemas de usabilidade, considerando que boa parte desses pacotes exigem do usudrio um
conhecimento preliminar em linha de comandos, ou melhor, Interface de Linha de Comandos
(CLI). Além de possuir Interface de Linha de Comandos estas ferramentas para simulacao de
DM no geral geram alto volume de dados resultantes de simulagdes, que podem ser trajetorias
de simulagdes ou outros tipos de dados. Entre os pacotes existentes na literatura, o GROMACS
foi escolhido para ser utilizado nessa Dissertacdo, por ser bem difundido no meio académico, e

por ser também open-source.

Buscando oferecer uma nova forma de interagao do usudrio com o GROMACS e um
ambiente que permita o usudrio compartilhar seu histérico de trabalho, dados resultantes de

simulagdes com outros usudrios e outros recursos que o Galaxy pode oferecer, o0 GromaXy foi
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desenvolvido nessa Dissertagdo como uma ferramenta de integragdo entre o GROMACS e o

Galaxy.

O GROMACS € um pacote de simulacOes que contem inimeras ferramentas, e possibilita a
execucao de simulacdes com diversos tipos de configuracdes, porém como motivo de validagdo
da proposta do GromaXy, ele foi desenvolvido com o objetivo de possibilitar o usudrio realizar
uma tipica simula¢do de DM, podendo nas proximas etapas de um trabalho futuro amadurecer
este projeto, expandindo a disponibilizacdo de recursos do GROMACS para o usudrio, con-

forme suas principais e mais variadas necessidades.

Uma simulagdo de DM segue um fluxo de execucao, seja ele sequencial ou 16gico, conforme
determinacdo do usudrio em sua configuracdo. Como determinado que o GromaXy devera
permitir a realizacdao de uma tipica simulacdo, um fluxo de execucdo basico deve ser seguido, e

este € apresentando na Figura 4.1, na qual € possivel visualizar os principais programas que sao
utilizados, e sua ordem de execugao.

_
editconf
topal.top

PROTEINA

grompp.mdp

fraj xic
traj.trr
ener.edr

Figura 4.1: Processo tipico de uma simulacao de DM realizada no GROMACS

Com o objetivo de se minimizar a energia sobre cada atomo e a energia potencial do sis-
tema, € desejdvel a realizagdo do processo de minimizagdo de energia, que deve ser executado
antes da simulacdo de DM. Sendo assim, nessa Dissertacdo sdo realizadas duas minimizagdes
com a finalidade de evitar altera¢des bruscas na energia potencial do sistema, pois na primeira

minimizacao de energia, as cadeias laterais hidrofébicas que estdo na superficie da proteina a
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ser simulada tendem a se relaxar e se posicionar no centro da proteina, diminuindo a possibili-
dade de ocorrer um reposicionamento for¢ado quando se realizada a segunda minimizagdao com
solvente. O diagrama do processo geral que devera ser realizado nessa Dissertacdo € apresen-

tado na Figura 4.2, destacando as duas minimiza¢des € a DM com seus respectivos arquivos de

PROTEINA pdb2gmx

min_none_impl.mdp

saida.

data.pdb

1° MINIMIZAGAO
(SEM SOLVENTE)

min_none.log

2° MINIMIZAGAO

min_all_impl.mdp {COM SOLVENTE})

min_all adr,

min_all.gro,

min_all.log,
min_all.trr

DINAMIGA
MOLECULAR

din_impl.mdp

din.cpt, din.adr,

din.gro, din_log,

din_prev.cpt, din.
trr, din.xte

Figura 4.2: Fluxo de trabalho que é realizado pelo GROMACS

Por meio da Figura 4.2 € possivel verificar na cor verde todos programas que sao utilizados
no processo de minimizagao de energia e simulacdo de DM, cada programa com seus respec-
tivos arquivos de entrada e arquivos de saida, com a finalidade de destacar a importancia de
cada programa no processo geral e descrever o seu funcionamento, a seguir estao listados cada

programa com sua descri¢do:

e pdb2gmx: é o primeiro programa que deve ser utilizado no processo de simulacdo de
DM no GROMACS. Ele ¢ responsavel por fazer a leitura de um arquivo de entrada, o
PDB, que contém os dados da proteina a ser analisada; gerar as coordenadas dos atomos
da proteina em um arquivo de extensdo (.gro); e gerar a topologia em um arquivo de
extensdo (.top). No arquivo de topologia sdao especificados os atributos constantes de

cada 4tomo, entre estes, quais atomos ou combinacdes de atomos devem ser utilizados
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para a aplicacdo das fungdes potenciais, e quais parametros devem ser aplicados a estas
fungdes. Para preparar as coordenadas e a topologia, o pdb2gmx inicialmente verifica a
existéncia de um arquivo que possui a parametrizacdo de campo de forca. O GROMACS
possui uma flexibilidade de modo que torna possivel a escolha de um campo de forca
pelo usudrio. Nessa Dissertacdo, em todas as simulacdes serdo utilizadas o campo de
forca amber99sb-ildn (APOL et al., 2010). Para gerar a topologia é possivel especificar
parametros conforme a necessidade. Nessa Dissertacao serd utilizado o parametro -ignh
(para ignorar os atomos de hidrogénio), e - water none (para nao utilizar nenhum tipo de

agua na primeira minimizacao de energia do sistema) (APOL et al., 2010);

e editconf: apds gerada a topologia do sistema é necessdrio fazer a leitura do arquivo que
contém a estrutura da proteina especificada inicialmente e converter em um novo arquivo
do GROMACS, que ¢ especificado também com a extensdo (.gro). A partir desta op¢ao
€ possivel especificar o tipo de caixa de simulacdo que serd utilizada na simulagdo da
DM, como a especificagdo do diametro do sistema, os dngulos da caixa, coordenadas e

velocidades, etc (APOL et al., 2010);

e genbox: € o programa que permite a geragdo de uma caixa de solvente, a configuracao
de um solvato soluivel e a inser¢do de nimero de moléculas extras em posi¢des aleatdrias.
Se inseridas moléculas de solvente o genbox consegue alterar o arquivo de topologia de
modo que ele identifique a linha que contém a informac¢ao com o nimero de moléculas
de solvente e a remova, inserindo uma nova linha com a nova quantidade de moléculas

(APOL et al., 2010);

e grompp: o grompp realiza a expansao da topologia de nivel molecular para nivel atomico,
realiza a leitura de um arquivo de coordenadas para gerar velocidade a partir de uma
distribuicdo de Maxwell, se necessario, e também a leitura de parametros dos arqui-
vos (.mdp)’s gerados pelo usudrio, que contém os parametros como nimero de passos,
restri¢des, etc. Nessa Dissertacao este arquivo (.mdp) € alterado pelo usudrio por meio de
uma interface grafica, de modo que ele parametrize algumas informagdes para a dinamica,
sem ter o conhecimento total da manipulagdo destes comandos para gerar a dindmica e
parametrizar os arquivos. Apos todo o processo descrito, 0 grompp gera um arquivo

binario (APOL et al., 2010); e

e mdrun: € o programa responsavel por realizar a simulacdo de DM do sistema, ele
também possibilita a realizacdo de minimizacdo de energia, inser¢ao de particulas de
teste e célculos de energias. Para realizar a DM ou minimiza¢do de energia do sistema

o mdrun recebe um arquivo de entrada com a extensdo (.tpr), e gera até quatro arquivos
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de saida, entre eles, um arquivo para armazenar o log da DM ou log da minimizagdo de
energia, um arquivo de trajetéria que contém as coordenadas, velocidades e forcas; um
arquivo de energia que contém energias, temperaturas € pressao; € um arquivo com as

coordenadas e velocidades do ultimo passo (APOL et al., 2010).

4.2 Arquitetura

Ja difundido no meio académico e amplamente utilizado por pesquisadores no cendrio de
Bioinformatica, o Galaxy foi escolhido por suas qualidades e por ser um framework que atende
os objetivos dessa Dissertacao, possibilitando desenvolver por meio dele novas ferramentas (fo-
ols) em seu ambiente de forma padronizada, utilizando nas novas ferramentas todos os seus
recursos, como: controle de usudrio, armazenamento de dados, criacdo de workflow, comparti-

lhamento de dados, histérico de execucdo e entre outros recursos interessantes.

Baseado na proposta dessa Dissertacdo, o GromaXy foi desenvolvido para atender os requi-
sitos bésicos j4 citados e ter aceitagao por parte do usudrio, que estd habitualmente acostumado
a manipular o GROMACS por interface baseada em linha de comandos e armazenar o grande
volume de dados localmente em seu computador. Com o desenvolvimento do GromaXy, uma
nova forma de interacdo com o GROMACS ¢ disponibilizada ao usudrio, trazendo possibilida-

des de aumentar nivel de usabilidade comparado com o GROMACS.

Devido ao grande tempo de processamento de uma simulagao de DM, para essa Dissertacao
foi necessario desenvolver duas ferramentas, como a finalidade de dividir a tarefa de simulagao

em dois cenarios diferentes:

e Primeiro cendrio: Realizacdo da simulagdo de DM; e

e Segundo cendrio: Download dos dados resultantes da simulagdo.

Com a divisao da tarefa de simula¢do em dois cendrios, o usudrio ao realizar uma simulagao
nao necessita ficar aguardando a sua conclusdo, pois todo o processo de simulacdo é executado
em background, assim o usudrio pode realizar outros trabalhos enquanto a simulagdo esta sendo
realizada. O usudrio € informado sobre a conclusdo da simulagcdo por meio de um e-mail que
¢ enviado a ele com uma chave dnica que identifica a simulacdo realizada, e esta chave que
deve ser utilizada para por meio da ferramenta desenvolvida para no segundo cenério realizar o

download dos dados resultantes da simulacao.
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A chave de identificagcdo da simulacao que € enviada via e-mail ao usudrio, além de identificacao
também tem como objetivo organizar os resultados das simulacdes e controlar o acesso as

informacdes de forma que ndo seja possivel um usudrio acessar os dados de outro.

A Figura 4.3 apresenta em dois cendrios, todo o processo que € realizado pelo usudrio, desde
a escolha de um modelo de proteina no banco de dados PDB até a configuracdo, execugao da

simulagdo, notificagido e download dos dados de trajetoria da simulacdao de DM realizada.

o~ ™
CENARIO 1 Protein Data Bank

Usuario

Proteina (.pdh)

o
e

i & Protatipo
Simulacao ’
(Dinamica Molecular) Desenvolvido
—~ (Simulagao)
.—-.fj J . ——
L N A
3 { ) 54——-—

ko }

b "y
' ™
CENARIO 2 v
MNotificacao
Usuario
o -
— Protétipo
é [ : Desenvolvido

(Cownload)

Arquivos de
trajetaria

p. "y

Figura 4.3: Representacao do processo geral dividido por dois cenarios distintos
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Depois do usudrio escolher um modelo de proteina por meio do PDB, ele pode fazer um
upload desse modelo na ferramenta padrao do Galaxy usada para fazer upload de arquivos.
Esta ferramenta é apresentada na Figura 4.4. Somente depois de submeter este modelo ao
Galaxy o usudrio consegue selecionar um modelo de proteina no GromaXy para realizar sua
simulagdo. Cada modelo submetido ao Galaxy fica registrado no perfil do usuario que esta
logado, permitindo que o usudrio possa escolher um modelo que foi submetido em um antigo

acesso que teve ao Galaxy.

Tools & 7 -
Upload File (version 1.1.3)

Get Data
= Upload File from your computer File Format:
= UCSC Main table browser Autodatect i
= UCSC Test table browser malist

memexmi
= UCSC Archaea table browser

pbed
= BX main browser pdb S
= EBI SRA ENA SRA picard_interval_list
» Get Microbial Data plictip

) pphe

= BioMart Central server { qual454
= BioMart Test server | qualillumina X

= (CBI Rice Mart rice mart

Here you may specify a list of URLs (one per line) or paste the conte

= GrameneMart Central server
Convert spaces to tabs:
_IYes

= modENCODE fly server

* Flymine server Use this option if you are entering intervals by hand.
= Flymine test server Genome:
= modENCODE modMine server | Click to Search or Select |

= Ratmine server

2 Execute
= YeastMine server -

Figura 4.4: Tela para fazer um upload de um arquivo PDB no Galaxy

Ao acessar o GromaXy para realizar a simulacdo de DM, o usudrio além de escolher a
proteina submetida ao Galaxy, poderd realizar a parametrizacdo da minimizagcdo de energia
e DM, e poderd conforme a sua necessidade escolher a op¢do que garante a execucdo da
simulagdo de DM com solvente implicito. E por meio da escolha desses pardmetros grafica-
mente que o usudrio estard interagindo indiretamente com o GROMACS, que serd iniciado
quando o usudrio executar a simulacdo depois de parametrizada toda a tela do GromaXy que

estd apresentado na Figura 4.5.
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Molecular Dynamics Tool to Minimization and Molecular Dynamics Simulation (Galaxy Version 1.0.0) * Options
Select PDE file
[0 | &1 | OO || 110 luao.pdb -

Enter your Protein ID

Enter your email address

Minimization -
Force Field
amber(3 -
Water
(TIP3P) TIP 3-point, recommended -
Integrator
steep -
Constraints
none -
N® Steps
939999
Molecular Dynamics -
Integrator
mad -
Constraints
none hd
N° Steps
2000000
Solvent =

Implicit Solvent

Yes | Mo

Check to make a simulation with implicit solvent using the Generalized Born formalism.

Figura 4.5: Tela principal do GromaXy, que possibilita a configuracao e realizacao de DM.

Conforme apresentado na Figura 4.3, todo o processo desde a simulagdo até o download
dos dados de trajetdria da simulacao € divido em dois cendrios distintos, a partir da finalizacdo
da simulagcdo de DM que se inicia os processos do segundo cenério, onde o usudrio € notificado
via e-mail que sua simulagao foi concluida. Este processo de notificagdo € necessario devido
ao tempo que pode levar uma simulacdo, que pode variar de minutos, horas e até meses, dessa
forma este processo dispensa a necessidade do usudrio consultar periodicamente o status da
simulacdo. Apds ser notificado o usudrio pode entrar na tela que € apresentada na Figura 4.6 e

iniciar o processo de download dos dados.
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Results of Simulation (version 1.0.0)

Get data a of the dynamics already held

Enter the tag that was sent to your email:

Figura 4.6: Tela da ferramenta desenvolvida para efetuar o download dos resultados

O GromaXy enviard a notifica¢do para o e-mail que o usudario usou para criar sua conta no
Galaxy, porém durante a configuracdo da simulacao ele poderd informar um e-mail diferente, e
este e-mail que serd usado para ser enviado a notificacdo que estd apresentada na Figura 4.7, que
enviard consigo a tag que identificard a simulacdo realizada e serd utilizada para o download

dos dados na tela de download que esta apresentada na Figura 4.6.

Molecular Dynamics Simulation Caixa de Entrada  x

galaxy.molecular.dynamics{@gmail.com
para mim [=

Hello alfredo. bicinformatics @gmail.com
Your simulation results are now available in Galaxy.

Acess Galaxy and log using this user: alfredo.bicinformatics@gmail.com to download the files.
To download, please use this tag: alfredo.bicinformatics@gmail.com_361372008
Thank you.

Figura 4.7: Exemplo de email que é enviado ao usuario notificando a finalizacao da simulacao

E importante reforcar que mesmo com a configuragio de simulagio de DM no GromaXy,
a simulacdo ¢ realizada pelo GROMACS, pois a proposta inicial do GromaXy é oferecer ao
usudrio uma nova forma de interagdo com software de DM, no caso o GROMACS nessa
Dissertacdo. Toda a parte de controle de dados por usudrio ndo é tarefa do GROMACS, pois
no Galaxy foram desenvolvidos métodos de armazenamento de dados por usudrio, garantindo a

organizagdo e seguranca dos dados que podem ser utilizados para diversos tipos de pesquisas.

Durante todo o processo de execucdo, tanto da simulacdo de DM ou download, é criado
um job no histérico do usuério que pode ser compartilhado com outros usudrios, € este recurso
ajuda a preencher a lacuna na reproducdo de experimentos, que hoje € um ponto importante a
ser trabalhado, pois intimeros trabalhos podem ser dificeis de serem reproduzidos por falta de

informacdes sobre as ferramentas e métodos utilizados.



4.3 Consideragoes Finais 48

4.3 Consideracoes Finais

Atualmente uma das grandes dificuldades encontradas na Bioinformética é a reprodugao
de experimentos ja realizados por outros pesquisadores, devido ao grande conjunto de dados
gerados e uso das mais variadas ferramentas ao longo de um grande trabalho. Além destas
dificuldades cada ferramenta tem suas caracteristicas de interface com o usudrio, que pode
dificultar o trabalho por elas ndo serem padronizadas e ndo estarem centralizadas em um Unico
ambiente. Baseado nessas dificuldades o framework Galaxy foi adotado nessa Dissertagao,
por preencher essas lacunas mencionadas e possuir um ambiente j4 aceito pela comunidade de
Bioinformatica pelo mundo. O preenchimento dessas lacunas pode trazer um grande ganho

para o usudrio e consequentemente para a Ciéncia.

O Galaxy diferente das ferramentas mais tradicionais de bioinformdtica pode ser insta-
lado em um servidor, de forma que o usudrio apenas acesse seus servigos (ferramentas nessa
Dissertacao) pelo Browser, descartando a necessidade de ter um programa instalado localmente

em sua maquina e armazenar dados em disco.

E importante destacar que o GromaXy estd em constante processo de desenvolvimento
e amadurecimento. Nessa Dissertacdo ele foi desenvolvido como um protétipo baseado nas

necessidades basicas do usuario.

Durante as consultas realizadas aos usudrios foi detectado a necessidade de valida¢do do
modelo da proteina a ser utilizada na simulagdo, o que ocasionou o interrompimento do processo
de desenvolvimento e amadurecimento da ferramenta que visa oferecer ao usudrio uma nova
forma de interacio com GROMACS e iniciar o desenvolvimento de uma ferramenta que oferece
ao usudrio uma adaptacdo da ferramenta Atom Validation, uma vez que € necessdrio validar
a estrutura da proteina antes de iniciar o processo de simulacdo na ferramenta desenvolvida

anteriormente.

Alguns trabalhos de bioinformatica sdo dificeis de serem reproduzidos por conta da forma
que os dados sdo gerados, por exemplo, trajetérias de DM, que sdo conjuntos de dados que
sdo gerados por meio de cédlculos de interacdes, o que pode tornar muito dificil reproduzir os
mesmos dados, ja que a cada simulacdo o sistema de simulagdo pode apresentar um cendrio
diferente, como posicdo dos dtomos e energias relacionadas durante a evoluciao temporal do

sistema.



Capitulo 5

ASPECTOS DA IMPLEMENTACAO

Nesse capitulo é apresentado o processo de desenvolvimento padrdo de ferramentas no
Galaxy, o processo que foi adotado para a implementacdo do GromaXy, e também os de-
talhes da implementagdo foi que necessdria para adaptar o Atom Validation ao GromaXy
e expandi-lo para possibilitar o usudrio a utilizd-lo no Galaxy, permitindo usar todos os
campos de forca presentes no GROMACS. Nesse capitulo também sdo apresentadas as
alteracoes que foram necessdrias para que o Galaxy passasse a reconhecer arquivos PDB,

que representa o modelo de proteina utilizada, que é extraida do banco de dados PDB.

5.1 Desenvolvimento de ferramentas no Galaxy

A comunidade de desenvolvimento e usudrios do Galaxy € constituida de muitas pessoas, e
essas cooperam para o projeto principal, também ajudam uns aos outros em suas mais diversas
dificuldades e dividas a cerca de seus projetos usando o Galaxy. Essa comunidade é bem ativa
e nesse projeto também foi consultada para tirar algumas ddvidas encontradas no decorrer do

desenvolvimento do GromaXy.

Para desenvolver uma ferramenta no Galaxy € necessario seguir um processo de desenvol-
vimento. Nas Subsec¢des 5.1.1 e 5.1.2, € apresentado o exemplo de desenvolvimento de uma
ferramenta do Galaxy, para que seja possivel compreender as técnicas adotadas para o desen-

volvimento do GromaXy.

5.1.1 Galaxy Tool XML File

No Galaxy as ferramentas sdo geradas por meio de arquivos XML, e esses sdo cadastrados

em arquivos de configuragcdo do Galaxy. Durante a execuc¢ao do Galaxy, sdo essas configuragdes
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que permitirdo que o Galaxy saiba quais ferramentas ele deve montar em seu ambiente, para

que fique disponivel ao usudrio.

Para cada ferramenta deve haver um arquivo XML correspondente, e este deve ser usado
para definir a interface com o usudrio. No arquivo XML que podem ser definidos elementos da
interface, como: campos de entrada, textos e help da ferramenta, que serve como suporte para
possiveis duvidas referente sua utilizacao e até outras informagdes importantes para apresentar
ao usudrio. Quaisquer detalhes que devem ser apresentados ao usudrio deverdo ser definidos no
arquivo XML.

O arquivo XML de cada ferramenta também tem a finalidade de passar ao script os parametros
que foram definidos pelo usudrio na interface grafica da ferramenta. A linguagem Python atual-
mente € a mais adotada pela comunidade para escrever seus scripts, porém € possivel também
escrever em outras linguagens, como exemplo, a linguagem Perl, que € atualmente uma lingua-

gem muito usada na Bioinformatica, por conta do seu poder em processamento de strings.

5.1.2 Galaxy Tool Script File

Como apresentado na Secdo 5.1.1, uma ferramenta deve ser constituida de um arquivo XML
e pelo menos um arquivo de script, onde esse recebera os parametros definidos na interface, na
qual o usudrio definird por meio de suas escolhas. Os pardmetros sdo passados do arquivo XML

para o script e esse deve usd-los para suas finalidades.

Uma ferramenta pode ter mais de um arquivo de script, ja que no c6digo de um arquivo
pode haver uma chamada de outro arquivo e assim consecutivamente, conforme necessidade do
desenvolvedor. No desenvolvimento do GromaXy foi necessario usar mais de um arquivo de
script por ferramenta, por conta de organizacao de c6digo e até mesmo para definir melhor suas

funcionalidades.

Durante o desenvolvimento do GromaXy foi observado que algumas funcionalidades padroes
da linguagem Python pode nio funcionar dentro do ambiente do Galaxy, assim como algumas
bibliotecas. Isso pode fazer com o que o processo de desenvolvimento seja um pouco mais
complicado se comparado ao desenvolvendo uma ferramenta fora do ambiente do Galaxy, uma
vez que pode ser necessdrio testar vdrias possibilidades ou recursos diferentes para chegar em
um mesmo resultado, por falta de compatibilidade. Esse foi um problema enfrentado durante o

desenvolvimento do GromaXy.
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5.1.3 Galaxy Tool Shed

Na comunidade cientifica pode ser comum encontrar mesmas necessidades entre varios
usudrios, € com isso pode tornar-se interessante que um usudrio compartilhe sua ferramenta para
outros usudrios, onde esses tenham acesso a0s mesmos servigos que tem acesso o desenvolvedor
da ferramenta. O Galaxy permite que desenvolvedores compartilhem suas ferramentas com a
comunidade por meio de um servigo, dessa forma muitas ferramentas implementadas podem
ser disponibilizadas para a comunidade por meio de um servico do Galaxy, chamado de Galaxy

Tool Shed (BLANKENBERG et al., 2014).

Ap6s compartilhada uma ferramenta qualquer usudrio pode instalar essa em sua instancia,
seja ela local (no seu computador pessoal) ou até mesmo em seu servidor. Esse € um recurso
que pode ser muito interessante se pensar no sentido de facilitar a reproducdo de experimentos,
que ja é uma das propostas do Galaxy. Uma vez que um pesquisador usou um conjunto de
ferramentas para chegar até um resultado que foi publicado, ele pode compartilhar com outro
pesquisador essa ferramenta, e ndo somente o histdrico de trabalho, dados gerados ao longo do

trabalho e outras informacdes.

Para instalar uma ferramenta por meio do Galaxy Tool Shed é necessario que o usudrio
acesse 0 servico e que tenha privilégios de administrador, o que pode ser concedido por meio
de configuracdo em arquivos de configuragdes do Galaxy, onde o usudrio pode determinar qual

usudrio do sistema tera tais privilégios.

Para exemplificar melhor o que ja foi descrito, na Sec¢ao 5.2 é apresentado um exemplo
de desenvolvimento de uma ferramenta no Galaxy, desde o desenvolvimento de um script,
defini¢do do arquivo XML até o cadastramento de uma nova ferramenta nos arquivos de configuragao
do Galaxy. Esses exemplos sdo apresentados para facilitar a compreensao do leitor em relagcdo
ao desenvolvimento do GromaXy, e também o desenvolvimento de uma nova ferramenta no

Galaxy.

5.2 Desenvolvendo uma ferramenta no Galaxy

Esta secdo demonstra um exemplo de implementacao de uma ferramenta no Galaxy. No
exemplo € apresentada uma ferramenta que tem por finalidade computar sequencia de letras
"CG’ de uma sequencia em um arquivo FASTA, que € um arquivo que possibilita o armaze-
namento de sequencias, nesse exemplo nucleotidios. Esse exemplo e todos trechos de codigos

dessa secdo foram extraidos do tutorial do Galaxy, que pode ser consultado em GalaxyToolTu-
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torial (2017).

Toda e qualquer ferramenta desenvolvida no Galaxy, que serd cadastrada nos arquivos de
configuracdo, deve ser criada em diretorios especificos para que o Galaxy consiga encontrar
a ferramenta para montar em seu ambiente durante a execucdo da plataforma. Seguindo as
regras de integracdo de novas ferramentas no Galaxy, é necessdrio sempre adicionar o script e
o arquivo XML ao diretdrio ’/tools’, onde todos os arquivos relacionados as ferramentas devem
ser armazenados. No exemplo, € necessario criar uma subdiretério chamado ’/myTools’ dentro
do diretério atual, no caso o diretério ’/tools’. No exemplo o nome do diretério estdi como

’/myTools’, porém cada desenvolvedor pode atribuir qualquer nome de seu interesse.

No Linux € possivel criar um diretério graficamente ou por meio de um terminal, onde o
usudrio interage diretamente com uma Interface de Linha de Comandos. No terminal os coman-
dos necessario para a criagdo do diretorio, sao : ’cd tools’, 'mkdir myTools’ e ’cd myTools’. O
comando ’cd’ é usado para entrar em um diretério especifico, no exemplo o diretério ’tools’.
Ja o comando 'mkdir’ € usado para a criacdo de diretério, no exemplo, o diretério *'myTools’,
onde ficard os arquivos da ferramenta desenvolvida. No sistema operacional Linux € usado o
conceito de diretdrio, porém para uma compreensao mais didética, é possivel considerar que

“diretorio’ no Linux € equivalente a “pastas’ no sistema operacional Windows.

O Trecho de cdédigo 5.1 apresenta o arquivo de script que serd necessario ser escrito, no
exemplo o arquivo tem o nome de 'toolExample.pl’, e este € um script escrito na linguagem

Perl.

Codigo-fonte 5.1: Script toolExample.pl (GalaxyToolTutorial, 2017)

#!/usr/bin/perl —w
# usage : perl toolExample.pl <FASTA file > <output file>

open (IN, "<$ARGV[0]”);
open (OUT, ">$ARGV[1]”);
while (<IN>) {

chop;
if (m/">/) {
s/ >11/;
if ($.> 1) {
print OUT sprintf(”%.3f”, $gc/$length) . ”\n”;
}
$gc = 0;
$length = 0;

1 else {
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16 ++$gc while m/[gc]/ig;
17 $length += length $_;
18 }

19}

20 print OUT sprintf(”%.3f”, $gc/$length) . "\n”;
21 close( IN );
2 close ( OUT );

No Trecho de cédigo 5.2 é apresentado o arquivo XML que devera ser criado para que o
Galaxy use seus dados para montar a interface grafica da ferramenta. Essa interface serd usada

pelo usudrio e serd a unica forma dele interagir diretamente com a ferramenta.

Codigo-fonte 5.2: Conteiido do arquivo toolExample.xml (GalaxyToolTutorial, 2017)

1 <tool id="fa_gc_content_1” name="Compute GC content” version="0.1.0">

2 <description>for each sequence in a file</description>

3 <command interpreter="perl”>toolExample.pl $input $output</command>

4 <inputs>

5 <param format="fasta” name="input” type="data” label="Source file”/>
6 </inputs>

7 <outputs>

8 <data format="tabular” name="output” />

9 </outputs>

11 <tests>

12 <test>

13 <param name="input” value="fa_gc_content_input.fa”/>

14 <output name="out_filel” file="fa_gc_content_output.txt”/>
15 </test>

16 </tests>

18 <help>

19 This tool computes GC content from a FASTA file.
0 </help>

21

2 </tool>

No Trecho de codigo 5.2 € possivel identificar uma fag responsavel pela invocagao do ar-
quivo ’'toolExample.pl’, e por determinar qual interpretador deve ser usado para executar o
script informado. Durante a execucdo do XML os parametros ’$input’ e *Soutput’ sdo passa-

dos para o script, e esses indicam quais parametros serdo passados para o script, e qual serd
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o retorno do script para o XML, para ser entregue ou apresentado ao usudrio. Essa tag esta

apresentada no Trecho de cddigo 5.3.

Codigo-fonte 5.3: Associaciao do script ao XML, com seu interpretador e parametros (GalaxyToolTu-
torial, 2017)

1 <command interpreter="perl”’>toolExample.pl $input $output</command>

Ap6s criados os arquivos 'toolExample.pl’ e ’toolExample.xml’ dentro do diretério /to-
ols/myTools’, € necessario cadastrar a ferramenta desenvolvida no arquivo ’tool_conf.xml’ que
pode ser encontrada no diretério ’/config’, que fica dentro do diretério raiz do Galaxy. A

localizacdo de alguns diretorios no Galaxy pode variar conforme sua versao.

Para adicionar a ferramenta no arquivo de configuracdo € necessario adicionar um trecho de
codigo responsdvel por indicar ao Galaxy o nome da ferramenta, como também o caminho para

ele encontrar o arquivo XML da ferramenta. Esse codigo € apresentado no Trecho de c6digo 5.4.

Codigo-fonte 5.4: Codigo necessario para cadastrar a ferramenta MyTools (GalaxyToolTutorial,
2017)

1 <section name="MyTools” id="mTools”>
2 <tool file="myTools/toolExample.xml” />

3 </section>

Ap6s implementacdo da ferramenta e sua configuracdo no ambiente do Galaxy, € possivel
instanciar o Galaxy e acessar a nova ferramenta desenvolvida. Para instanciar o Galaxy € ne-
cessario executar o arquivo run.sh que pode ser encontrado no diretério raiz. Para execugdo
€ necessdrio executar o comando sh run.sh no Terminal do Linux. Se durante o processo
de execugdo ndo ocorrer algum erro grave que impossibilite a conclusdo, o Galaxy pode ser
acessado pelo endereco http://localhost:8080. Esse é o endereco que vem pré-configurado no

Galaxy, porém pode ser alterado conforme necessidade.

ApOs acessar o Galaxy, a ferramenta ja pode ser visualizada, e a interface dessa deve ser

semelhante a apresentada na Figura 2.2.



5.3 Desenvolvimento do GromaXy 55

N Galaxy

| 4| » ||+ |® http://localhost:8080/ ¢ | (Q- Google )

- Galaxy Analyze Data ~ Workflow  Shared Data  Help  User

Tools Options = History Options =
Compute GC content

search tools Y
Source file: L=

MyTools D) 0 bytes

= Compute GC content for each - .
sequence in a file Execute ‘

© Your history is empty. Click 'Get
Data' on the left pane to start

This tool computes GC content from a FASTA file.

Open “http://localhost:8080/tool_runmer?tool_id=fa_gc_content_1" in a new tab v

Figura 5.1: Ferramenta MyTools
(GalaxyToolTutorial, 2017)

Nessa secao foi apresentado um exemplo do desenvolvimento de uma ferramenta simples
no Galaxy. Cada desenvolvedor pode desenvolver sua ferramenta conforme suas necessidades,
o que pode fazer do processo de desenvolvimento da ferramenta um tanto mais complexo do
que o apresentado aqui. Portanto, é possivel compreender que o exemplo foi usado apenas para
fins didaticos com foco em demonstrar para o leitor como se desenvolve uma nova ferramenta
no Galaxy, para facilitar a compreensdo do trabalho realizado durante o desenvolvimento do

GromaXy.

5.3 Desenvolvimento do GromaXy

Para o desenvolvimento do GromaXy foi adotado o mesmo processo que foi apresentado
na Secdo 5.2, e os detalhes de implementacio sdo apresentados nessa se¢io. E importante
destacar que no exemplo apresentado, o script foi desenvolvido na linguagem de programacgdo
Perl, porém para o desenvolvimento do GromaXy foi utilizado a linguagem Python. Também

foi utilizada linguagem Shell para invocar as ferramentas necessarias do pacote GROMACS.
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5.3.1 Estrutura do GromaXy

Durante o desenvolvimento do GromaXy foi necessdrio desenvolver um padrdo a ser uti-
lizado para armazenar os dados das simulagdes, organizando cada simulacdo por usudrio, de
forma que cada usudrio devera acessar somente os dados que referem as simulacdes realizadas
por ele. Baseado nessa necessidade foi criado um processo que gerard uma fag formada por
meio da concatenagdo do e-mail do usudrio logado com um underline (_) e um nimero que €
gerado aleatoriamente. Pensando na pequena probabilidade de gerar um identificador repetido
foi desenvolvido um método para verificar a existéncia de identificador, se confirmado a sua

existéncia o sistema gerard novamente repetindo todos 0s passos necessarios.

Como a tag € utilizada para organizar os dados dos usudrios, € o processo de simulagcdo
terd como resultado varios arquivos como output, antes de se iniciar o processo de minimizagao
de energia e simulacdo de DM ¢é criado um diretério com o nome da tag, e todo o processo €
realizado dentro desse diretdrio, assim nao é necessario ao longo da simulagao ficar movendo

os arquivos de output para a diretorio.

O controle dos dados por usudrio € realizado por meio do inicio da fag por iniciar com o
e-mail do usudrio logado, portando ao realizar o download dos dados o sistema verificara se
a tag informada tem o seu inicio correspondente ao e-mail do usudrio logado, evitando outro

usuario acessar seus dados.

Como ja apresentado, o Galaxy possui seu padrao de desenvolvimento, onde cada nova
ferramenta € desenvolvida por meio de marcagdes em XML e em cédigos desenvolvidos em
linguagens de interesse do usudrio, por exemplo: Python, Perl ou outras. O XML € responsavel
por definir os componentes da interface grafica da nova ferramenta e a passar dados inseridos
nos componentes para o codigo escrito em Python (no GromaXy) que define o funcionamento

da ferramenta desenvolvida.

Atualmente os usudrios utilizam o GROMACS por meio da criacdo de Script usando a
linguagem Shell, e nessa Dissertacdo, o GromaXy realiza esta etapa que pode ser um tanto
complexa para o usudrio, deixando-o interagir somente com a interface grafica do GromaXy.
Para a integracio do GROMACS com o GromaXy foi necessdrio guiar o processo de desen-
volvimento baseado na arquitetura original do Galaxy, porém acrescentando o Script em Shell
que é manipulado pela engine desenvolvida em Python. A Figura 5.2 representa esta atual ar-
quitetura, apresentando a interacao do usudrio com o GromaXy, destacando a composi¢ao do
GromaXy e execugdo da simulag@o dentro do diretério que € gerado baseado na tag criada para

identificar a simulagdo.
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Figura 5.2: Representacao da arquitetura de software do GromaXy

Um problema encontrado no armazenamento de dados foi a manipula¢ao dos dados que é
nomeado e armazenado automaticamente pelo Galaxy. Para suprir esta dificuldade foi criado um
método ja mencionado, podendo nos proximos passos deste trabalho alterar o método original
de armazenamento do Galaxy apenas para identificar cada simulagdo por usudrio e permitir
o download do resultado, visando aproveitar todos os recursos do modelo de armazenamento

padrao do Galaxy.

O processo de upload do Galaxy nao reconhece o tipo de arquivo PDB, portanto foi ne-
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cessario alterar o arquivo XML que define o tipo de dados a ser reconhecido na ferramenta de
upload do Galaxy para que ele possibilite fazer a submissdo desse tipo de arquivos. O Trecho
de cdédigo 5.5 apresenta a alteracdo que foi realizada para o reconhecimento do tipo de arquivo
PDB.

Codigo-fonte 5.5: Definicao do tipo de dados PDB

<?xml version="1.0"7>
<datatypes>
<registration converters_path="1ib/galaxy/datatypes/converters”
display_path="display_applications”>
<datatype extension="pdb” type="galaxy.datatypes.sequence:Pdb”
display_in_upload="true” />
</registration>
<sniffers>
<sniffer type="galaxy.datatypes.sequence:Pdb”/>
</sniffers>
</datatypes>

A criagdo do tipo de dados PDB foi necessario também para que o Galaxy consiga ao
realizar o processo de submissdo permitir o usudrio visualizar o contetido do arquivo antes de
iniciar uma simulacdo. Essa alteracdo realizada no Galaxy pode ser vista como uma solug¢do
tempordria, portanto em trabalhos futuros podem ser estudadas outras formas de fazer o Galaxy

reconhecer o tipo de arquivo PDB.

Durante o desenvolvimento do GromaXy ele foi adaptado para permitir que o usudrio utili-
zasse o identificador da proteina (ID) em estudo, para que o GromaXy efetuasse o download da
proteina diretamente do banco de dados PDB, desconsiderando a necessidade do usudrio fazer

esse processo manualmente e até armazenar em sua maquina para apos fazer upload no Galaxy.

Junto ao usuario foi identificado que poucas proteinas do banco de dados PDB estdo com-
pletas, muitas vezes € necessario que o usudrio complete sua estrutura antes de usar o arquivo
para iniciar uma simulagdo de DM, excluindo a necessidade de colocar o GromaXy para efe-
tuar download sempre diretamente do banco de dados, deixando entdo a op¢do para o usudrio
baixar a proteina em seu computador, fazer as alteracOes necessdrias, para somente ap0ds fazer
upload do arquivo no Galaxy para usar no GromaXy. Esses s@o os fatos que levaram a ado¢do

do software Atom Validation para essa Dissertagao.

Como ja mencionado, o Atom Validation foi adaptado para ser usado no GromaXy, permi-

tindo o usudrio selecionar todos os campos de for¢a disponiveis no GROMACS, e ndo somente
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o campo de forca CHARMM?27, que € o atual campo de for¢ca que o Atom Validation possibilita

que o usudrio utilize para validar suas proteinas.

A subsecdo 5.3.2 apresenta as modificagdes realizadas no Atom Validation que foram ne-
cessdrias para expandir seu uso para varios campos de for¢a, como também para disponibilizar
a ferramenta no GromaXy. E importante destacar que o Atom Validation em sua versio original
nao possui Interface Grafica de Usuario (GUI), o que torna necessario o usudrio interagir com
uma Interface de Linha de Comandos (CLI), como no GROMACS. Esses pontos reforcam os
argumentos que indicam que essa adaptacao além de aumentar a possibilidade de uso do Atom

Validation por parte do usudrio, pode aumentar também seu nivel de usabilidade.

5.3.2 Adaptacao e modificacao do Atom Validation no Galaxy

Antes de utilizar o script do Atom Validation dentro do ambiente do Galaxy, foi necessario
fazer as devidas alteracdes no script original, permitindo que ele ofereca ao usudrio a opcao de
escolher um campo de forca especifico de uma lista de todos os disponiveis no GROMACS.

Atualmente o Atom Validation s6 possibilita o uso do campo CHARMM?27.

Foi necessario modificar alguns trechos de codigos para que o Atom Validation consiga
identificar os arquivos necessdrios dentro do diretorio da ferramenta desenvolvida no Galaxy,

uma vez que a nova ferramenta ird utilizar desses mesmos arquivos.

O Trecho de c6digo 5.6 apresenta uma alterac@o que foi necessdria para que o Atom Valida-
tion possa encontrar o arquivo com a lista de possiveis aminodcidos a serem utilizados durante
a validacdo. Essa lista de aminodcidos € usada no script para determinar o que € ou ndo um
aminoacido no arquivo de campo de forga, ja que o arquivo pode conter ndo somente dados
de aminodcidos. A varidvel *path_atom_validation’ contém o caminho da ferramenta dentro do

Galaxy.

Codigo-fonte 5.6: Caminho para a lista de aminoacidos

path_amino = str(path_atom_validation+ aminoacids.txt’)

Assim como foi necessario modificar seu cédigo para indicar onde estard o arquivo de
aminodcidos dentro do Galaxy, também foi necessdrio realizar uma modificagdo para permitir
que a ferramenta encontre o arquivo que contém os dados do campo de forca escolhido pelo
usudrio. O Trecho de cédigo 5.7 apresenta essa alteracdo realizada. A varidvel ’force_field’

armazena o valor escolhido pelo usuério, no caso o nome do campo de forca escolhido, e esse €
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concatenado com o caminho em que os campos de for¢a se encontram dentro Galaxy.

Cédigo-fonte 5.7: Caminho para o arquivo de campo de forca

path_force_field = str(path_atom_validation+force_field+ . ff/ + aminoacids.

rtp )

Durante a altera¢do do cédigo do Atom Validation, foi identificado que o seu cédigo ori-
ginal ndo permite que ocorra a leitura de todos os campo de forca do GROMACS, uma vez
que alguns campos de forca possui uma estrutura diferente do campo CHARMM?27, o tnico
campo que atualmente estd disponivel no Atom Validation. Para isso foi necessério estudar o
codigo do software afim de identificar em qual ponto poderia ser realizada uma mudanca para
permitir que ele consiga realizar a leitura de qualquer campo de forca, de forma genérica, ou
seja, independente do campo de forca escolhido pelo usudrio. O Trecho de c6digo 5.8 apresenta

o cédigo que € responsdvel pela leitura das linhas necessarias desse arquivo.

Codigo-fonte 5.8: Codigo responsavel pela Expressio Regular

while readline !=" [ bonds ]\n’:
if readline !=" [ atoms J\n’:
readline = ER.sub(’ ’,readline)
readline = re.search(r’"\s+\w+\s ,readline)
readline = readline . group ()
readline = ER.sub(’’ ,readline)

atoms . append(readline)

readline = ForceFieldBase.readline ()

No codigo do Atom Validation € utilizado recursos de Expressdao Regular da linguagem
Python, e por conta de uma regra definida em sua expressao regular que estava gerando erros
ao tentar ler alguns campos de forca diferente do CHARMM?27. O erro identificado foi que
a expressao regular definia ao processo, para ignorar apenas o primeiro espago em branco en-
contrado na linha em questdo, porém alguns arquivos de campos forca possuia mais que um
espaco em branco ao inicio da linha, o que consecutivamente ocasionava a geracao de um erro.

O Trecho de cédigo 5.9 apresenta o codigo ja atualizado.

Codigo-fonte 5.9: Linha responsavel pela Expressao Regular

readline = re.search(r’ "\ s+\w+\s ,readline)
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Observando o Trecho de codigo 5.9 € possivel identificar a expressdo regular usada, e para
essa foi necessdrio apenas inserir um sinal de positivo (+) apos a letra s. A letra s na expressao
regular indica que deve ser ignorado o primeiro espaco em branco encontrado, ja o sinal de
positivo (+) apos a letra, indica que deve ser ignorado um ou mais espagos em branco quando
encontrado. Essa alteracdo foi necessdria para permitir o Atom Validation conseguir ler o ar-

quivo que contém os dados do campo de forca escolhido.

Apo6s adaptar o Atom Validation para permitir que o usudrio escolha qualquer um dos campo
de forca disponiveis no GROMACS, foi necessario modificar o script resultante da adaptagao
para o Galaxy, criando assim uma nova ferramenta, com uma nova interface, diferente da inter-

face original do Atom Validation.

Durante o desenvolvimento da nova ferramenta no Galaxy com o script adaptado do Atom
Validation, foi detectado alguns problemas, como dificuldade em encontrar a biblioteca do Bi-
opython na médquina que esté instanciado o Galaxy. A biblioteca € utilizada no c6digo do Atom
Validation, e indispensdvel para seu funcionamento. Para isso foi criada uma instalacao da bi-

blioteca de forma dedicada somente ao ambiente do Galaxy, para que esse possa reconhecé-la.

Assim como o criada as ferramentas que ja compdem o GromaXy, foi criada uma nova
ferramenta dentro do diretério do GromaXy, para oferecer ao usudrio os recursos do Atom
Validation adaptado. Os mesmos processos foram adotados para todas as ferramentas, assim

como foram usadas as mesmas linguagens: XML e Python. .

Na versao original do Atom Validation ele busca o arquivo do campo de for¢a dentro do
diretério de seu script, mas como para a nova ferramenta desenvolvida nessa Dissertagdao deve
permitir a escolha de varios campos de forga, foi necessario fazer uma cépia de cada arquivo
de campo de forca do GROMACS e armazenar em um diretdrios com o0 seu nome, portanto
foi necessario dentro do diretorio do GromaXy criar outros novos diretorios. Essas cOpias de
arquivos foram realizadas apenas para fazer os testes necessarios para o bom funcionamento
da ferramenta, porém em versdes futuras € interessante buscar o arquivo de campo de forca
sempre dentro do GROMACS instalado na maquina, considerando que o GROMACS pode ter
sua versdo atualizada e os dados de cada campo de for¢a também, assim como podem surgir

novos campos de forca futuramente, e com isso o GromaXy estard atualizado automaticamente.

A Figura 5.3 apresenta a tela principal do Atom Validation adaptado, ja dentro do Galaxy,
funcionando junto ao GromaXy. Para a apresentacdo da ferramenta foram submetidos dois
arquivos PDB, com proteinas distintas, que foram extraidas do banco de dados PDB. Na Figura

5.3 € possivel visualizar em uma lista as duas proteinas disponiveis.
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Atom validator Tool to atom validation. (Galaxy Version 1.0.0) ~ Options
Select your PDB -
Select PDB file
O | &1 | O | |107: luao.pdb -
Force Field Q,
Options 45: 1all.pdb

visualize hydrogen -

Figura 5.3: Tela principal do Atom Validation adaptado, destacando a escolha do arquivo PDB

Ja a Figura 5.4 apresenta a tela principal do Atom Validation adaptado, porém apresentando
a ferramenta com uma lista dos campos de forca disponiveis para o usudrio utilizar. Na figura
nao foi possivel apresentar todos, pelo motivo da lista ser maior que o elemento pode apresentar.
E necessario que o usudrio utilize a barra de rolagem para visualizar todos os campos de forca

disponiveis.

Atom validator Tool to atom validation. (Galaxy Version 1.0.0)  Options

Select your PDB @
Select PDE file

O | &1 | O | |107: luao.pdb -

Force Field

amber03 -

Q

amberg6
amberg9
amber99sh-ildn
amberg9sh
amberGS
charmmz27

encads

Figura 5.4: Tela principal do Atom Validation adaptado, destacando a escolha do arquivo campo
de forca

Além das modificacdes ja citadas, o script do Atom Validation foi alterado para que ao
invés de imprimir as mensagens para o usudrio ao longo de sua execug¢do, essas mesmas men-
sagens sejam armazenadas em um arquivo, e ele seja disponibilizado ao usudrio ao final da
execucdo, para que ele possa analisar o resultado da validagcdo. Esse recurso foi pensado no
sentido do usudrio poder querer alterar os dados do arquivo, conforme vai atualizando seu ar-

quivo PDB, que foi usado na validacdo. Apenas apresentar o resultado da validagdo em uma
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tela no GromaXy poderia ndo ser uma boa op¢do, ja que o usudrio nao teria op¢ao de alterar

esses dados.

O Atom Validation além de imprimir as informagdes da validag@o para o usudrio, também
organiza essas informacdes em arquivos XML, porém para essa Dissertacdo estdo sendo dispo-
nibilizadas ao usudrio apenas as mensagens, por considerar que o usudrio do GromaXy pode
nao se familiarizar com o formado de arquivo XML, o que pode gerar gerar uma dificuldade
ao interpretar os dados. Em trabalhos futuros esses arquivos podem ser disponibilizados, como

também podem ser usados por outras novas ferramentas.

Assim como para o GromaXy, para utilizar a adaptacdo do Atom Validation € necessario
fazer upload de um arquivo PDB para o ambiente do Galaxy, e para isso o Galaxy oferece uma
ferramenta para essa finalidade. A Figura 5.5 apresenta o processo de envio concluido de duas

proteinas que foram submetidas para o Galaxy.

Download from web or upload from disk

Reqular Composite

Name Size Type Genome Settings Status
[m} lall.pdb 3223 KB Auto-detect v QL unspecified (7) v o v
(] luac.pdb 211.9 KB Auto-detect v Q unspecified (?) v o v
Type (set all): Auto-detect | Q Genome (set all): unspecified (?) v
| L1 Choose local file | (& Paste/Fetch data Pause Reset Start Close

Figura 5.5: Tela de upload do Galaxy, destacando dois arquivos PDB que foram submetidos

ApO6s a submissao de um arquivo PDB para o Galaxy, € criado um job para cada arquivo que
foi enviado, e nesse job hd a opg¢ao de visualizar o conteido do arquivo. Essa opcao pode ser
acessada pelo usudrio, para que ele possa verificar o conteido do arquivo PDB. Se o processo
de submissao for concluido com sucesso, 0 mesmo é renderizado no ambiente na cor verde,

caso contrario ele terd a cor vermelha, que indicard erros que poderdo ser visualizados pelo
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usudrio. A Figura 5.6 apresenta dois jobs que foram criados no Galaxy ao final do processo de

submissdo dos arquivos PDB.

HEADER ~ DE NOVO PROTEIN 13-MAR-93  1UAD History ool
TITLE NMR STRUCTURE OF DESIGNED PROTEIN, CHIGNOLIN, CONSISTING OF ONLY TEN

TITLE 2 AMINO ACIDS (ENSEMBLES) search datasets )
COMPND  MOL_ID: 1; .

COMPND 2 MOLECULE: CHIGNOLIN; Unnamed history

COMPND 3 CHAIN: A;
COMPND 4 ENGINEERED: YES

SOURCE ~ MOL_ID: 1; 145 MB =% e
SOURCE 2 SYNTHETIC: YES;

2 shown, 108 deleted

SOURCE 3 OTHER DETAILS: THE SEQUENCE WAS DESIGNED ON THE BASIS OF STATISTICS
SOURCE 4 DERIVED FROM NUMEROUS PROTEIN SEGMENTS. I el @ &%
KEYWDS ~ DE NOVO PROTEIN, BETA-HAIRPIN, MINI-PROTEIN, G-PEPTIDE, AUTONOMOUS

KEYWDS 2 ELEMENT 109: 1a11.pdb ® 7%
EXPDTA  SOLUTION NMR

NUMMDL 18

AUTHOR S.HONDA, K. YAMASAKI

REVDAT 4 26-AUG-15 1UAO 1 JRNL  VERSN

REVDAT 3 24-FEB-09 1UAO 1 VERSN

REVDAT 2 17-AUG-B4 1UAO 1 JRNL

REVDAT 1 13-APR-04 1UAQ ]

JRNL AUTH S.HONDA, K. YAMASAKTI, ¥ .SAWADA, H. MORII

JRNL TITL 10 RESIDUE FOLDED PEPTIDE DESIGNED BY SEGMENT STATISTICS
JRNL REF STRUCTURE V. 12 1587 2004

JRNL REFN ISSN 0969-2126

JRNL PMID 15296744

JRNL DoI 10.1016/).5TR.2004.05.022

REMARK 2

REMARK 2 RESOLUTION. NOT APPLICABLE.

REMARK 3

REMARK 3 REFINEMENT.

REMARK 3 PROGRAM : X-PLOR 3.1

REMARK 3 AUTHORS : BRUNGER

REMARK 3

REMARK 3 OTHER REFINEMENT REMARKS: THE STRUCTURES ARE BASED ON A TOTAL OF
REMARK 3 185 RESTRAINTS, 172 ARE NOE-DERIVED DISTANCE CONSTRAINTS, 12
REMARK 3 DIHEDRAL ANGLE RESTRAINTS,1 DISTANCE RESTRAINTS FROM HYDROGEN
REMARK 3 BONDS.

REMARK 4 hd >

Figura 5.6: Apresentacao do conteiido de um dos dois arquivos PDB submetidos

Com arquivos PDB ja disponiveis no Galaxy € possivel acessar a ferramenta desenvolvida e
configurar uma validagdo, selecionando o arquivo PDB desejado, o campo de forca e até outras
opg¢oes. Todas os arquivos PDB que foram submetidos ao Galaxy ficam disponiveis para uso,
quando os jobs associados a suas submissoes ndo foram removidos do histérico. A Figura 5.7
apresenta a ferramenta desenvolvida junto ao histérico de jobs que € possivel visualizar os dois

Jjobs associados aos dois arquivos PDB submetidos ao Galaxy.

e

Atom validator Tool to atom validation. (Galaxy Version 1.0.0) ~ Options History [+ - |

Select your PDB @ search datasets [x)
Select PDB file Unnamed history
0| () 110: 1uao.pdb - 2 shown, 108 deleted

1.45 MB = %
Force Field Q =
amber03 110: 1uao.pdb 110: 1uao.pdb & & x
109: 1allpdb : 1a1l.pd
Options p 108: pdb ® & %
visualize hydrogen -

Figura 5.7: Tela principal do Atom Validation adaptado com histérico de jobs

Ao escolher a proteina desejada para validacao e selecionar as opg¢oes necessarias, € possivel
executar a validagdo, e ap6s o inicio de sua execugdo € criado um novo job associado a validagao,
e esse se tiver sucesso em sua conclusdo ficard na cor verde e oferecerd ao usudrio a op¢ao de

download dos resultados, que no caso serdo as informacdes relacionadas aos atomos que estao
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faltando na estrutura da proteina, e até mesmo os dtomos classificados como desconhecidos. A
Figura 5.8 apresenta o ambiente apds a conclusdo da validacdo, destacando ao centro do am-
biente uma mensagem padrdo gerada pelo Galaxy, a direita o job da validacdo e logo acima
do histérico o arquivo que contém os resultados da validag¢ao. Foi realizado o download desse

arquivo para visualizar externamente.

QUG r @®
Analyze Data
Galaxy111-[Atom_validator_on_data_110].text
Download concluido s ED
o 1 job has been successfully added to the queue - resulting in the following datasets:

111: Atom validator on data 110
Unnamed history

You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When the job has been run the status 3 shown, 108 deleted
will change from 'running'’ to ‘finished' if completed successfully or ‘emor’ if problems were encountered
4 U G Y B 146 MB ~ % -

111: Atom validatorondat @, & x
alio

199 lines

format: text, database: 2

0 w2 - »

Atom Validation 1.8

("PROTEIN:', '/home/guilherme/galaxy-s
»

110: luao.pdb @ PR

109: 1all.pdb @ &S R

Figura 5.8: Mensagem de conclusao da validacao, historico de jobs e arquivo com os resultados da
validacao

5.4 Consideracoes Finais

Na Subsecdo 5.3.2 além de apresentar algumas das adaptacdes e modificacOes que foram
necessdrias realizar no Atom Validation, foi apresentado também o resultado final da ferramenta
desenvolvida. Essa ferramenta foi apresentada apenas como objetivo de demonstrar a diferenca
entre o Atom Validation padrao e sua versao modificada e adaptada dentro do ambiente do Ga-
laxy, na ferramenta GromaXy. O capitulo 6 apresenta algumas valida¢cdes que foram realizadas

usando o Atom Validation e sua versao adaptada no GromaXy.



Capitulo 6

VALIDACAO

Este capitulo apresenta uma comparagdo entre o Atom Validation tradicional e sua adaptagdo.
Para essa comparagdo sdo apresentadas algumas validacoes que foram realizadas em am-
bas as ferramentas, afim de validar a proposta de sua adaptacdo e inser¢do dentro do

ambiente do Galaxy, juntamente com o GromaXy.

Nesse capitulo sdao apresentadas algumas valida¢des usando duas proteinas distintas, que
foram selecionadas apenas para demonstracao de uso da ferramenta e comparagdo do resultado

final entre o Atom Validation e sua adaptacao.

Na Secdo 6.1 estdo apresentadas algumas valida¢des que foram realizadas usando o campo
de forca CHARMM?27, afim de demonstrar a funcionalidade da ferramenta e possibilitar a
realizacdo de comparacdes e viabilidade do uso de sua adaptacdo no GromaXy. Ja na Secdo
6.2 sdo apresentadas validagdes que foram realizadas apenas no GromaXy, usando todos os
campos de forca diferentes do CHARMM?27.

Para realizar o processo de validacdo usando a nova ferramenta foi necesséario obter os
arquivos PDB desejados. Esses arquivos contém os dados das coordenadas atomicas de duas
proteinas: as proteinas com identificador (id) 1TUAO (HONDA et al., 2004) e 1A11 (OPELLA et al.,

1999). Essas proteinas encontram-se depositadas no banco de dados PDB.

Afim de ilustrar as estruturas das proteinas IlUAO e 1A11, a Figura 6.1 apresenta lado a lado
uma ilustragdo gréfica de suas estruturas. Para gerar as ilustragdes foi usado o software PyMOL
(DELANO, 2002), que permite fazer a leitura de um arquivo PDB e apresentar graficamente a
estrutura da proteina. Essas ilustracdes foram inseridas no texto apenas para conduzir melhor o
leitor em seu universo de imaginagdes, portanto ndo tem objetivo de serem usadas para ilustrar

comparacdes de resultados nessa Dissertacao.
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Figura 6.1: Estruturas das proteinas: 1UAO (a esquerda), e 1A11 (a direita).

Na Secao 6.1 sao apresentados os dados de saida (outputs), apds a execugao do Atom Va-
lidation, em sua versao original e sua versao adaptada no GromaXy. Os dados foram inseridos
em figuras e estdo apresentados lado a lado, para facilitar a comparacao entre os outputs de

ambas ferramentas.

E importante reforcar que na versio adaptada do Atom Validation, ndo houve alteracdo na
forma com que os dados sdo apresentados e no processo de validacdo. Foram realizadas apenas
alteracOes necessdrias para adaptar o software para funcionar com o GromaXy e possibilitar
o uso de todos os campos de forca do GROMACS. Portanto, o Atom Validation e sua versao

adaptada apresentam os dados da validacdo seguindo a seguinte estrutura:

e cadeias da Proteina;
e residuos da cadeia; e

e 0s atomos do residuo.

Os arquivos estdo divididos em duas partes, que estdo separados apenas por uma linha

tracejada. Essa linha tracejada divide a apresentacao de duas informacoes:

e Apresentacdo dos dtomos desconhecidos (atoms_unknown); e

e Apresentacdo dos dtomos ausentes (atoms_absence).

Nesse capitulo, nos outputs apresentados, foram inseridas apenas as cinco (5) primeiras
linhas referentes aos atomos de cada residuo, no caso, 5 linhas de atomos ausentes € 5 linhas
de atomos desconhecidos. Esse processo foi adotado apenas pelo motivo do arquivo ser muito
extenso para apresentar nessa Dissertacdo por completo. Os trés pontos (...) inseridos em cada
arquivo foram inseridos manualmente, e esses representam apenas que ha mais residuos no

arquivo original que foi extraido apds o processo de validagdo.
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No trabalho de (LEITE, 2012) € descrito que o Atom Validation ndo completa o arquivo PDB
com 0s atomos ausentes, portanto a adaptagdao do Atom Validation segue essa mesma ideia, por
esse motivo essa € uma tarefa que deve ser realizada pelo usudrio, seja manualmente ou com o

auxilio de um software terceiro.

6.1 Validacoes usando apenas o campo CHARMM27

Nessa secdo sdo apresentadas apenas validacdes usando o campo CHARMM?27, uma vez
que apenas esse campo estd disponivel na versao original do Atom Validation, o que impede de

comparar o software com sua versao adaptada, usando todos os campos de forcado GROMACS.

Na subsec¢do 6.1.1 sao apresentadas validacdes usando a proteina 1UAO, com o Atom Va-
lidation e sua versdo adaptada. Ja na subsecdo 6.1.2 sdo apresentadas validagdes usando a

proteina 1A11.

Para usar o Atom Validation € necessario interagir com o “terminal”’do sistema operacional
Linux, necessitando escrever uma “’linha de comandos”, para que o sistema interprete e execute
uma chamada no sistema, do interpretador padrao da linguagem Python, o Atom Validation e

seus parametros.

Para executar o Atom Validation, foi necessdrio escrever no “terminal”’do sistema opera-
cional, uma ”linha de comandos”, para que o sistema interprete e execute uma chamada no
sistema, do interpretador padrao da linguagem Python, o Atom Validation e seus parametros.
Tanto na subsec¢do 6.1.1, quanto na 6.1.2, s@o apresentados exemplos dos comandos que foram

executados para realizar a validag¢ao das proteinas.

6.1.1 Validacoes usando a proteina 1UAQO

O Trecho de cddigo 6.1 apresenta o comando que foi executado para validar a proteina
1UAO, gerando um arquivo de saida com o nome ’saida.txt’, para facilitar a apresentacdao dos
resultados. O processo original apresenta os dados de saida no préprio terminal do Linux. Dessa
forma, ele ndo gera um arquivo de saida, e sim gera a impressao dos dados de saida (output) na

propria secdo do “terminal ’que o usudrio estd interagindo.

Cédigo-fonte 6.1: Cédigo do comando usado para validar a proteina 1UAO no Atom Validation

1 python AtomValidation.py luao.pdb —v > saida. txt
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Também foi executado o comando apresentado no Trecho de codigo 6.1, porém sem gerar
seu output no arquivo ‘saida.txt’. A Figura 6.2 apresenta uma imagem da tela apds a execucao
do Atom Validation, usando a proteina 1lUAO e o parametro ’-v’, que indica ao programa que o
usudrio deseja também visualizar os &tomos de Hidrogénio (H). Por meio dessa figura € possivel
visualizar que o Atom Validation nao possui Interface Grafica de Usuério (GUI), e sim Interface

de Linha de Comando.

['H
['H
['H
['H']
['H
['H
['H
['H

Figura 6.2: Validacao da proteina 1UAO usando o Atom Validation

Como ja descrito no texto dessa Dissertacdo, na Figura 6.3 estdo apresentados lado a lado
parte dos outputs das validacdes usando o Atom Validation e sua adaptacdo. Do lado esquerdo
estd o output do Atom Validation, ja do lado direito o output de sua adaptacdo. Para cada
validacdo, é possivel notar que os trechos de texto *Atom Validation 1.0’ aparecem duas vezes,
separado por uma linha tracejada. Essa linha tracejada indica a divisdo entre os dois tipos
de validagdes: apresentacdo dos dtomos desconhecidos (atoms_unknown), e apresentacao dos

atomos ausentes (atoms_absence).
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Atom Validation 1.0

(PROTEIN:', /home/guilnerme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAINZ, N, [AY A AL AL AL AL AL AL AL AL AL A A AL AL AL AL AT
(RESIDUE:, 180)

Atom Validation 1.0
PROTEIN: 1uao
CHAIN: AL AL AL A AN AL A A A A A A A A A A A A

RESII?UEI 180 (ATOM:', \t, 2484)
ATOM: ‘ 2484 Expresion:
Expresion: Residue model chain residue_number atoms_unknown

Residue model chain residue_number atoms_unknown
('ASP', 17, &', 3) [H', 'HB3]

('THR', 16, ‘A", 8) [H]

('GLY", 4, 'A', 1) [H1', 'H2', 'HZ', 'HA3]

('GLY", 5, 'A', 10) [H', 'HA3

(‘THR', 2, ‘A", B) [H]

((ASP', 17, A", 3), [H', 'HB3])

((THR!, 16, ‘A", 8), [H])

((GLY", 4, 'A', 1), [HL', 'H2', 'H3', 'HA3T)
((GLY', 5, ‘A, 10), [H', 'HA3])

((THR, 2, 'A', 8), [H])

- . ('\nTime', 0.0037119388580322266, 'Microseconds\ninin’)
Time 0.00484395027161 Microseconds

Atom Validation 1.0

(PROTEIN:', /home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAINZ, N, A A AL AN A A A A A A AN A A A A A A AT
(RESIDUE:, 180)

(ATOM:', \t, 2484)

Atom Validation 1.0

PROTEIN: 1uao

CHAIN: [AYLCALAL A LALUALUALALADA AALAA A A A A
RESIDUE: 180

ATOM: 2484

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
('ASP', 17, ‘A", 3) [HN', 'HB1]

(THR', 16, 'A’, 8) [HN']

('GLY", 4, 'A', 1) [HN', 'HA1

('GLY", 5, 'A', 10) [HN', 'HA1']

(THR', 2, 'A', 8) [HN']

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ASP', 17, 'A', 3), [HN', 'HBL])

((THR, 16, 'A", 8), [HNT)

((‘'GLY', 4, 'A', 1), [HN', 'HALT)

(('GLY", 5, ‘A", 10), [HN', HALT)

((THR', 2, A, 8), [HNT)

Time 0.0843935781189 Microseconds (\nTime', 0.08531999588012695, ‘Microsecondsinin\n’)

Figura 6.3: Comparacao do output do Atom Validation e de sua versao adaptada, usando a proteina
1UAO e o campo de forca CHARMM?27. A esquerda o oufput do Atom Validation, a direita do
GromaXy

6.1.2 Validacoes usando a proteina 1A11

Assim como na subsecao 6.1.1, foi necessario executar o Atom Validation no ”terminal”’do

sistema operacional para iniciar sua execugao, e esse estd apresentado no Trecho de cédigo 6.2.

Cédigo-fonte 6.2: Cédigo do comando usado para validar a proteina 1A11 no Atom Validation

python AtomValidation.py lall.pdb —v > saida. txt

Ap6s a execugdo do comando apresentado no Trecho de codigo 6.2, os dados sdao gerados
no arquivo de saida como o nome ’saida.txt’. Para exemplificar como seria a saida seguindo
o processo de execugdo padrdo do Atom Validation no linux, a Figura 6.4 ilustra a tela apds
a execu¢do do Atom Validation, usando a proteina 1A11 e o parametro ’-v’, que indica ao

programa que o usudrio também deseja visualizar os dtomos de Hidrogénio (H).
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Figura 6.4: Validacao da proteina 1A11 usando o Atom Validation

Na Figura 6.5 estdo apresentados lado a lado parte dos outputs das validagdes usando o
Atom Validation e sua adaptac@o. Do lado esquerdo estd o output do Atom Validation, ja do

lado direito o output de sua adaptagao.
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Atom Validation 1.0
PROTEIN: 1all

CHAIN: LAY AL A CATACADA D ALA AT
RESIDUE: 250

ATOM: 3800

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown
(ALAY, 2,'A', B) [H1]

(ALA, 7,'A', 16) [H]

('LYS' 4, 'A', 4) [H','HB3', 'HG3, 'HD3', 'HE3]

(ALAY, 5, 'A', 16) [H]

(LEU', 9, A", 19) [H", 'HB3]

> %

» 3

Time 0.0126760005951 Microseconds

Atom Validation 1.0
PROTEIN: 1all

CHAIN: [ALAAAACA A CALAL AT
RESIDUE: 250

ATOM: 3900

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', Yhome/guilherme/galaxy-servidor/databaseffiles/000/dataset_109")
("CHAIN:, N, A, AL AL AL AL A A A A AT
('RESIDUE:, 250)

('ATOM?', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown
((CALAY, 2,'A', 8), [H])

((CALA, 7,'A', 16), [H])

((LYS', 4, 'A', 4), [H', 'HB3', 'HG3', 'HD3', 'HE3])
(CALA, 5, 'A', 16), [HT)

((LEW', 9, A, 19), [H', 'HB3])

Atom Validation 1.0

('PROTEIN!, Yhome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109')
(CHAIN:, W AL AL AL AR A A A A AT

('RESIDUE:, 250)

('ATOM?', '\, 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CALAY, 2,'A', 8), [HN')

(CALA', 7,'A', 16), [HN'))

((LYS' 4,'A', 4), [HN', HB1', 'HG1','HD1!, 'HE1])
(CALA', 5,'A', 16), [HN')

((LEU', 9,'A', 19), [HN', 'HB1])

(ALA', 2,"A', 8) [HN]

(ALA', 7,"A', 16) [HN']

('LYS', 4, A", 4) [HN', 'HB1', 'HG1', 'HD1', HE1]
(‘ALA', 5,'A", 16) [HN']

(LEU', 9, A", 19) [HN', HE1

:I"\‘me 0.265933036804 Microseconds ("nTime', 0.13966608047485352, 'Microsecondsin\nn')

Figura 6.5: Comparacao do output do Atom Validation e de sua versao adaptada, usando a proteina
1A11 e o campo de forca CHARMM27. A esquerda o output do Atom Validation, a direita do
GromaXs

Tanto a Figura 6.5, quanto 6.5, ambas apresentam apenas parte dos dados resultantes das
simulacdes, considerando apresentar ao leitor apenas o output de validagdes usando o Atom
Validation e sua versao adaptada no GromaXy. O objetivo dessas informagdes também € apre-
sentar que o processo original do Atom Validation ndo foi modificado no GromaXy, de forma
a afetar os resultados originais do Atom Validation. Na Secdo 6.2, também sao apresentados

apenas parte dos dados resultantes das simulagdes.

6.2 Validacoes usando apenas o0 GromaXy

Além das validacOes das proteinas IlUAO e 1A11 usando o campo de forca CHARMM?27,
também foram realizadas validagdes com outros campos de forgca presentes no GROMACS.
Pelo motivo do Atom Validation ndo possuir outros campos de forca disponiveis além do
CHARMM27, ndo foi possivel realizar comparacio de output do Atom Validation com o Gro-

maXy, quando selecionados todos os campos do GROMACS.

Nesta secdo sdo apresentadas uma validagao para cada campo de for¢a. Algumas foram
realizadas usando a proteina 1UAO, j4 outras usando a proteina 1A11. Seria ideal realizar uma
validagdo para cada campo de forca usando uma proteina, porém para evitar apresentar um

conjunto muito grande de informagdes para o leitor, apenas uma parcela das validagdes sdao
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apresentadas usando a proteina 1UAO e as outras restantes usando a proteina 1A11.

Nessa Dissertacdo, foram realizadas uma validacao no GromaXy para cada campo de forca
do GROMACS. Algumas foram realizadas usando a proteina 1UAO, ja outras usando a proteina
1A11. Seria ideal realizar uma validacdo para cada campo de for¢ca usando uma proteina, porém
para evitar apresentar um conjunto muito grande de informagdes para o leitor, apenas uma
parcela das validagdes sao apresentadas usando a proteina 1UAQO e as outras restantes usando
a proteina 1A11. A Tabela 6.1 apresenta a ordem das simula¢des, ilustrando cada proteina e o

campo de for¢a que foi utilizado para a validagao.

Tabela 6.1: Apresentacao das validacoes usando o GromaXy

Inicio da Tabela
Proteina | Campo de for¢a | Proteina | Campo de forca
Amber03 Gmx
Amber94 Gmx2
Amber96 Gromos43a2
Amber99 Gromos45a3
IUAO | Amber99sb-ildn | 1A11 Gromos53a5
Amber99sb Gromos53a6
AmberGS Gromos54a7
Encads Oplsaa
Encadv
Final da Tabela

O Apéndice A, apresenta alguns documentos com parte do output gerado na validagdo apds
execucao do GromaXy. Esses documentos apresentam apenas parte do conteddo apenas com o
objetivo de demonstrar o funcionamento da ferramenta desenvolvida, sem dar enfoque a todos
os dados gerados, o que ocasionaria na geracdo de um volume muito grande dados a serem

apresentados no Apéndice.

Os dados apresentados no Apéndice A, seguem a mesma estrutura dos arquivos apresen-
tados na Secdo 6.1. Os documentos estdo apresentados por Secdes e Subsecdes, seguindo a
estrutura Secoes (Apresentacdes a nivel de proteina), e Subsecdes (Apresentacdes a nivel de

Campo de forga).
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6.3 Consideracoes Finais

Durante o processo de validagcdo da proteina 1A11 usando o campo de for¢a Oplsaa, foi
identificado que o a ferramenta ao montar a lista de 4&tomos ausentes para alguns residuos, nao
foram inseridos os dtomos e sim uma String com o conteddo ’atoms’. Com a finalidade de
identificar o erro e verificar se o erro foi gerado por conta da adaptacdo realizada no Atom
Validation, porém foi identificado que o erro j4 existe na versdao original do Atom Validation,
e esse pode ser corrigido em trabalhos futuros. Para evitar qualquer alteracdo nos resultados

atuais do Atom Validation, nesse trabalho foi evitado alterar a parte funcional do software.

Nas Figuras 6.3 e 6.5, é possivel notar o tempo de execucdo total da validagdao para cada
caso, e observar que os tempos de execugdes entre 0 Atom Validation e sua versdo adaptada
dentro do ambiente Galaxy nio possui tanta diferenga, o que indica que o fato do script estar
dentro do Galaxy pode nao afetar o tempo de execucdo de forma que o usudrio note tamanha

diferenca.



Capitulo 7

DISCUSSOES FINAIS

7.1 Consideracoes Finais

Neste capitulo sdo apresentadas as consideracoes finais dessa Dissertacdo, as contribuicoes
para o estado da arte em que essa pesquisa se encontra, e ao final, quais os trabalhos fu-
turos que podem ser realizados, dando continuidade ao que jd foi alcangado com essa

Dissertagdo.

Atualmente, a interacdo com o GROMACS se d4 por meio de interface de linha de coman-
dos (CLI). Na literatura podem ser encontradas ferramentas que oferecem uma interface grafica
de usudrio (GUI) para o GROMACS, porém essas em sua maioria precisam ser instaladas lo-
calmente na maquina do usudrio, serem mantidas ao longo do tempo por meio atualizagdes e
configuradas para que consigam se comunicar com 0 GROMACS, que também precisa ser ins-
talado na médquina do usudrio. Nesse sentido, o GromaXy tem seu diferencial, por poder ser
instalado no servidor, e o usudrio poder acessa-lo pelo seu browser, tirando dele a responsa-
bilidade de instalacdo de qualquer das ferramentas necessarias para configurar e executar sua

simulacao.

Durante o amadurecimento do GromaXy, usuidrios GROMACS foram consultados perio-
dicamente para que fosse possivel realizar o desenvolvimento centrado nas reais necessidades
cotidianas do usudrio. Foi identificado uma dificuldade no uso do programa pdb2gmx que faz
parte do pacote do GROMACS, pelo fato de muitas vezes o arquivo PDB, que contém a estru-
tura da proteina, ndo estar completo, ou seja, estar faltando dtomos em sua estrutura. Como a
estrutura de uma proteina pode variar desde uma estrutura simples até uma estrutura complexa,
muitos &tomos podem ndo estar presentes em sua estrutura, o que pode ocasionar em uma ne-
cessidade repetitiva de tentativas de execucao do pdb2gmx até uma execu¢do com sucesso, ou

seja, sem interrupgao, por conta de estrutura incompleta.
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Cada vez que o usudrio tenta executar o pdb2gmx usando um arquivo PDB incompleto,
este identifica que estd faltando dtomos na estrutura da proteina, ele apresenta ao usudrio o
atomo que estd faltando, e o usudrio precisa remodelar a proteina, ou seja, precisa inserir o
atomo ausente no arquivo PDB. Para cada atomo ausente € necessdrio executar o pdb2gmx,
inseri-lo no arquivo PDB e executar o programa novamente. Esse processo se repete até que o
usudrio consiga completar totalmente a proteina, o que faz com que ocasionalmente o programa
pdb2gmx aceite a estrutura ja completa. Esse processo pode levar muito tempo, com relagcdo a

quantidade de 4tomos ausentes na estrutura.

7.2 Contribuicoes da Dissertacao

A principal contribuicdo dessa dissertagcdo foi a implementacdo e amadurecimento de uma
ferramenta que prové uma nova forma de interacdo com o GROMACS, disponibilizando ao
usudrio recursos do Galaxy como: possibilitar o compartilhamento de histérico de trabalho e
dados de experimentos realizados, possibilitar 0 armazenamento do alto volume de dados de
trajetdria resultantes do processo de simulagcdo de dindmica molecular e permitir a configuragao
de workflow de execucdo de ferramentas, onde o usudrio pode configurar um ciclo de execugao
de varias ferramentas de forma logica, baseado em suas regras definidas conforme dados de
input e output de cada ferramenta. Foi dado o nome de GromaXy para essa ferramenta, por

fazer juncdo aos nomes GROMACS e Galaxy.

Baseado na dificuldade do usudrio em identificar os &tomos ausentes na estrutura da proteina
que estd no seu arquivo PDB, o software Atom Validation foi adaptado no GromaXy, para que o
usudrio possa executar essa ferramenta afim de identificar todos ou parte dos dtomos que estao
ausentes na estrutura da proteina. O Atom Validation foi desenvolvido para validar proteinas
usando somente o campo de forca CHARMM?27, porém nessa Dissertacao ele foi adaptado para
permitir que o usudrio use qualquer um dos campos de for¢a disponiveis no GROMACS, ja que

o usudrio pode necessitar usar um campo de forca que ndo seja o CHARMM?27.

As contribui¢des dessa Dissertacdo vao além da area de Ciéncia da Computagio, alcangando
a Ciéncia em Geral, uma vez que os resultados dessa Dissertacdo pode impactar positivamente
na drea de Bioinformdtica Estrutural, auxiliando usudrios, muitas vezes pesquisadores, em suas
tarefas cotidianas de simulagdes de DM com o GROMACS, que podem ser usadas desde etapas
de um processo de desenvolvimento de um farmaco e até mesmo estudos para compreensao do

comportamento de diversas doengas.
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7.3 Trabalhos Futuros

Para trabalhos futuros € possivel e interessante amadurecer ainda mais o GromaXy junto ao
usudrio, baseado nas suas necessidades. Como o GROMACS pode ser usado de diversas formas,
para varias finalidades e com diversos variagdes de configuracdes, € interessante amadurecer o
GromaXy baseado em um grupo de usudrios, ndo somente um e também sempre pensando em

desenvolver de uma forma genérica, que possa atender uma grande parcela de usudrios.

Assim como o Atom Validation e sua adaptacdo realizada nessa Dissertagdo, ndao com-
pletam o arquivo PDB com os dtomos ausentes, necessitando do usudrio depender do uso de
software terceiro para auxiliar nessa tarefa. E interessante em trabalhos futuros explorar esse
barreira existente, no sentido de desenvolver uma ferramenta, associada ao GromaXy, para
ao validar a proteina, apontar os atomos ausentes € desconhecidos, e fornecer mecanismos ao
usudrio, para permitir que ele guie um processo automdtico de complementacdo do arquivo
PDB.

Como o processo de Avaliacdo de Usabilidade foi pausado na Dissertacao para focar em
outro problema identificado junto ao usudrio, € importante e até desejavel que em trabalhos
futuros esse processo seja retomado. Os resultados finais, mesmo que ndo comprovar aceitacao
do GromaXy por parte do usudrio, os dados podem ser usados para atualizar o estado da arte na

area de IHC, com foco em ferramentas para Bioinformaética.
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APENDICE

Esse apéndice apresenta os documentos com a saida output, apds a execucdo da versdo
adaptada do Atom Validation, no GromaXy, usando todos os campos de forca do GRO-
MACS, exceto o CHARMM?27.

A.1 Validacoes usando a proteina 1UAO

Nessa secdo apresentadas partes dos outputs que foram gerados apds as execucdes das
valida¢des da proteina 1UAO no GromaXy. As proximas subse¢des estdo organizadas por cam-
pos de forga, sendo assim em cada subsecdo € apresentado parte do output para o campo de

for¢a usado.



A.1 Validagées usando a proteina IUAO

A.1.1 Validac¢oes usando o campo de forca Amber03

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:, 126)

(ATOM:', \t', 2052)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((TYR', 2,'A', 2), [HB3Y)

(CASP', 5,'A', 3), [HB31)

((TYR', 17, 'A', 2), [HB31)

(\nTime', 0.002924203872680664, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL AL AL AT AL AL AL AL AL AL AL AT
('RESIDUE:", 126)

(ATOM:', \t', 2052)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17, 'A', 3), [HB1Y)

((TRP', 7, 'A", 9), [HB11)

((TYR, 2, 'A", 2), [HB11)

(CASP', 5,'A', 3), [HB1Y)

((TYR', 17, 'A", 2), [HB17)

(\nTime', 0.08080101013183594, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.2 Validac¢oes usando o campo de forca Amber94

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((GLY", 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLY", 5,'A', 10), [HA3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

(\nTime', 0.0037031173706054688, 'Microseconds\n\n\n")

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, [AY AT AL AL AL AT AT AT A AL AL AL AL AT AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

(ATOM:', \t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17,'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA1Y)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.09548211097717285, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.3 Validac¢oes usando o campo de forca Amber96

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((GLY", 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLY", 5,'A', 10), [HA3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

(\nTime', 0.00403904914855957, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, [AY AT AL AL AL AT AT AT A AL AL AL AL AT AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

(ATOM:', \t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17,'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA1Y)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.08771395683288574, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.4 Validacoes usando o campo de forca Amber99

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((GLY", 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLY", 5,'A', 10), [HA3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

(\nTime', 0.0035839080810546875, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, [AY AT AL AL AL AT AT AT A AL AL AL AL AT AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

(ATOM:', \t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17,'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA1Y)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.08441400527954102, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.5 Validac¢oes usando o campo de forca Amber99sb-ildn

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((GLY", 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLY", 5,'A', 10), [HA3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

(\nTime', 0.0038270950317382812, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, [AY AT AL AL AL AT AT AT A AL AL AL AL AT AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

(ATOM:', \t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17,'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA1Y)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.08444714546203613, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.6 Validacoes usando o campo de forca Amber99sb

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown
(CASP', 17, 'A’, 3), [HB37)

((GLY", 4,'A', 1), [H1', 'H2', 'H3', 'HA3)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA3Y)

((‘TRP', 7,'A", 9), [HB3Y)

((GLY", 9, 'A', 1), [H1', 'H2', 'H3', 'HA3)

(\nTime', 0.003576040267944336, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A, TA, A AL AT AL AT AL A AL AT AL AL AL AL AL A AL AT)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
(CASP', 17,'A', 3), [HB17)

((GLY", 4, 'A', 1), [H', 'HAL)

((GLY", 5, 'A', 10), [HALT)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1Y)

((GLY", 9, 'A", 1), [H', 'HAL)

(\nTime', 0.0891561508178711, 'Microseconds\n\n\n')
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A.1.7 Validac¢oes usando o campo de forca AmberGS

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((GLY", 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLY", 5,'A', 10), [HA3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

(\nTime', 0.0035982131958007812, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, [AY AT AL AL AL AT AT AT A AL AL AL AL AT AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

(ATOM:', \t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17,'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA1Y)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.08653092384338379, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.8 Validac¢oes usando o campo de forca Encads

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown
(CASP', 17,'A', 3), [HB37)

((GLY", 4,'A', 1), [H1', 'H2', 'H3', 'HA3)

((GLY", 5, 'A", 10), [HA3])

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY", 9, 'A", 1), [H1', 'H2', 'H3', 'HA3T)

(\nTime', 0.003607034683227539, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:, Yhome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:', A\, [AY AT AL AL AL AL AT AT AL AL AL AL AL AL AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

((ASP', 17, 'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY", 5, 'A', 10), [HALT)

((TRP', 7,'A", 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A", 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.08585810661315918, 'Microseconds\n\n\n")
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A.1.9 Validac¢oes usando o campo de forca Encadv

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, TA, AY AL AT AL A AL A AL A AL AL AL AL AL A AL AY)
('RESIDUE:", 180)

('ATOM:', '\t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ASP', 17, A, 3), [HB3)

((GLY", 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLY", 5,'A', 10), [HA3)

((TRP', 7,'A', 9), [HB3Y)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

(\nTime', 0.0034809112548828125, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_110")
('CHAIN:, A\, [AY AT AL AL AL AT AT AT A AL AL AL AL AT AT AL AL AT
('RESIDUE:", 180)

(ATOM:', \t', 2484)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence

(CASP', 17,'A', 3), [HB1)

((GLY", 4, 'A", 1), [H', 'HAL)

((GLY', 5, 'A', 10), [HA1Y)

((TRP', 7,'A', 9), [HB1T)

((GLY', 9, 'A', 1), ['H', 'HALT)

(\nTime', 0.08584809303283691, 'Microseconds\n\n\n")
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A.2 Validacoes usando a proteina 1A11

Assim como na Se¢do A.l, nessa se¢cdo sdo apresentadas partes dos outputs que foram
gerados apds a execucdo das validacdes, porém usando a proteina 1A11 no GromaXy. As
proximas subsecdes estdo organizadas por campos de forca, sendo assim em cada subsecdo é

apresentado parte do output para o campo de forca usado.
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A.2.1 Validac¢oes usando o campo de forca Gmx

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ALA', 2, A, 8), [HA', '"HB1', '"HB2', '"HB3")

(CALA', 7,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3')

((LYS', 4,'A', 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', 'HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2'", 'HE3', 'HZ3")
(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3'))

((LEUY, 9, 'A", 19), [HA', 'HB2', 'HB3', '"HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23")

(\nTime', 0.005981922149658203, '‘Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ILE, 3,'A", 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((‘GLY', 7,'A", 1), [H])

((ILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.12082099914550781, 'Microseconds\n\n\n")
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A.2.2 Validacoes usando o campo de forca Gmx2

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown
((LYS', 4,'A', 4), [HB3', 'HG3', 'HD3', 'HE3', 'HZ3")
((LEU', 9, 'A", 19), [HB3T)

((GLN', 6, 'A', 24), [HB3', 'HG3)

((GLY', 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLN', 9, 'A', 15), ['HB3', 'HG3)

(\nTime', 0.005719184875488281, '‘Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((LYS', 4,'A', 4), [HB1', '"HG1', '"HD1', 'HE1")

((LEU', 9, 'A', 19), [HB1Y)

((GLN', 6, 'A', 24), [HB1', 'HG1)

((GLY", 4, 'A', 1), [H', 'HAL)

((GLN', 9, 'A', 15), [HB1', 'HG1)

(\nTime', 0.13664603233337402, 'Microseconds\n\n\n")
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A.2.3 Validac¢oes usando o campo de forca Gromos43al

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ALA', 2, A, 8), [HA', '"HB1', '"HB2', '"HB3")

(CALA', 7,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3')

((LYS', 4,'A', 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', 'HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2'", 'HE3', 'HZ3")
(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3'))

((LEUY, 9, 'A", 19), [HA', 'HB2', 'HB3', '"HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23")

(\nTime', 0.006386995315551758, '‘Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ILE, 3,'A", 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((‘GLY', 7,'A", 1), [H])

((ILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.1199331283569336, 'Microseconds\n\n\n')
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A.2.4 Validacoes usando o campo de forca Gromos43a2

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ALA', 2, A, 8), [HA', '"HB1', '"HB2', '"HB3")

(CALA', 7,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3')

((LYS', 4,'A', 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', 'HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2'", 'HE3', 'HZ3")
(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3'))

((LEUY, 9, 'A", 19), [HA', 'HB2', 'HB3', '"HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23")

(\nTime', 0.006403923034667969, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ILE, 3,'A", 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((‘GLY', 7,'A", 1), [H])

((ILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.12426400184631348, 'Microseconds\n\n\n")
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A.2.5 Validacoes usando o campo de forca Gromos45a3

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

(CALA', 2,'A' 8), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3")

(CALA', 7,"A', 16), [HA", 'HB1', '"HB2', 'HB3")

((LYS, 4,'A, 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', '"HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2', 'HE3', 'HZ3)

(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', '"HB2', 'HB31)

((LEU, 9, 'A', 19), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23"))

(\nTime', 0.006173849105834961, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:'", Yhome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109')
('CHAIN:', A\, [AY A AL AL AL AL A AL AL AT
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
(CILE', 3,'A, 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((GLY', 7,'A', 1), [H])

(CILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.11807394027709961, '‘Microseconds\n\n\n’)
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A.2.6 Validacoes usando o campo de forca Gromos53asS

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ALA', 2, A, 8), [HA', '"HB1', '"HB2', '"HB3")

(CALA', 7,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3')

((LYS', 4,'A', 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', 'HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2'", 'HE3', 'HZ3")
(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3'))

((LEUY, 9, 'A", 19), [HA', 'HB2', 'HB3', '"HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23")

(\nTime', 0.006186008453369141, '‘Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ILE, 3,'A", 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((‘GLY', 7,'A", 1), [H])

((ILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.11929011344909668, 'Microseconds\n\n\n')
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A.2.7 Validacoes usando o campo de forca Gromos53a6

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ALA', 2, A, 8), [HA', '"HB1', '"HB2', '"HB3")

(CALA', 7,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3')

((LYS', 4,'A', 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', 'HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2'", 'HE3', 'HZ3")
(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3'))

((LEUY, 9, 'A", 19), [HA', 'HB2', 'HB3', '"HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23")

(\nTime', 0.006638050079345703, '‘Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ILE, 3,'A", 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((‘GLY', 7,'A", 1), [H])

((ILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.13900113105773926, 'Microseconds\n\n\n")
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A.2.8 Validacoes usando o campo de forca Gromos54a7

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)

('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown

((ALA', 2, A, 8), [HA', '"HB1', '"HB2', '"HB3")

(CALA', 7,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3')

((LYS', 4,'A', 4), [HA', 'HB2', 'HB3', 'HG2', 'HG3', 'HD2', 'HD3', 'HE2'", 'HE3', 'HZ3")
(CALA', 5,'A', 16), [HA', 'HB1', 'HB2', 'HB3'))

((LEUY, 9, 'A", 19), [HA', 'HB2', 'HB3', '"HG', 'HD11', 'HD12', 'HD13', 'HD21', 'HD22', 'HD23")

(\nTime', 0.00618290901184082, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
((ILE, 3,'A", 9), ['CD)

((GLY", 3,'A', 1), [H])

(CILE', 9,'A', 9), [CD)

((‘GLY', 7,'A", 1), [H])

((ILE', 5,'A', 9), [CD)

(\nTime', 0.1254270076751709, 'Microseconds\n\n\n")



A.2 Validagées usando a proteina 1A11

97

A.2.9 Validacoes usando o campo de forca Oplsaa

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'Thome/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A, TA, AT AL AT AL A AL A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_unknown
((LYS', 4,'A', 4), [HB3', 'HG3', 'HD3', 'HE3', 'HZ3")
((LEU', 9, 'A", 19), [HB3T)

((GLN', 6, 'A', 24), [HB3', 'HG3)

((GLY', 4, 'A', 1), ['H1', 'H2', 'H3', 'HA3')

((GLN', 9, 'A', 15), ['HB3', 'HG3)

(\nTime', 0.005319118499755859, 'Microseconds\n\n\n’)

Atom Validation 1.0

('PROTEIN:', 'home/guilherme/galaxy-servidor/database/files/000/dataset_109")
('CHAIN:, A\t [AY AT AL AL AL A A A AL 'AY)
('RESIDUE:", 250)

(ATOM:', \t', 3900)

Expresion:

Residue model chain residue_number atoms_absence
(CALAY, 2,'A', 8), ['atomsT)

((ALA', 7, 'A', 16), [atoms'])

((LYS', 4,'A'", 4), [HB1', '"HG1', '"HD1', 'HE1")

(CALA', 5,'A', 16), ['atomsT)

((LEU', 9, 'A', 19), [HB1)

(\nTime', 0.13040709495544434, 'Microseconds\n\n\n")



GLOSSARIO

AMBER - Assisted Model Building with Energy Refinement
CHARMM - Chemistry at Harvard Marcromolecular Mechanics
CLI - Command-line User Interface

DL _POLY - Daresbury Laboratory Polyatomic Simulator

DM - Dindmica Molecular

GROMACS - Groningen Machine for Chemical Simulations
GROMOS - Groningen Molecular Simulations

GUI - Graphical User Interface

NAMD - Not Another Molecular Dynamics

PDB - Protein Data Bank

XML - Extensible Markup Language
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