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RESUMO

A quimica computacional, especificamente através do docking molecular,
consolidou-se como uma ferramenta indispensavel no desenvolvimento de
farmacos. Entretanto, softwares tradicionais como o AutoDock4 apresentem
limitagdes significativas de tempo de processamento e alternativas aceleradas, como
o AutoDock-GPU, caregam de interfaces graficas acessiveis. O presente trabalho
teve como objetivo desenvolver, testar e validar um fluxo de trabalho e um ambiente
computacional que integre a interface amigavel do software Raccoon com a
capacidade de processamento paralelo do AutoDock-GPU. Para a concretizagao
deste objetivo, foi utilizada a tecnologia Docker para padronizar a instalagao e criar
um ambiente Linux acessivel via navegador (browser), além do desenvolvimento de
um script em linguagem Python para automatizar a listagem de ligantes e mapas. A
metodologia aplicada consistiu na realizagdo de testes de desempenho utilizando
uma base de dados de 156 ligantes frente a dois receptores (as enzimas 3IK3 e
hAChE), comparando-se os tempos de execugado entre processamento em CPU e
GPU em duas configuragbes de hardware distintas. Os resultados obtidos
demonstraram uma reducdo drastica no tempo computacional, variando de milhares
de minutos na execucado via CPU para poucos minutos na execucédo via GPU,
confirmando a eficiéncia da paralelizagdo. Conclui-se que o ambiente desenvolvido
associa com éxito a praticidade de configuragdo do Raccoon a velocidade do
AutoDock-GPU, promovendo a acessibilidade e a usabilidade dessas ferramentas
para pesquisadores com menor proficiéncia em programacéao, apesar de limitagoes
pontuais na automacgao de multiplos receptores simultaneos.

Palavras-chave: Docking molecular .AutoDock-GPU .Raccoon. Docker.



ABSTRACT

Computational chemistry, specifically through molecular docking, has established
itself as an indispensable tool in drug development, although traditional software
such as AutoDock4 presents significant processing time limitations and accelerated
alternatives, such as AutoDock-GPU, lack accessible graphical interfaces. The pre-
sent work aimed to develop, test, and validate a workflow and a computational envi-
ronment that integrates the user-friendly interface of the Raccoon software with the
parallel processing capacity of AutoDock-GPU. To achieve this objective, Docker
technology was used to standardize the installation and create a Linux environment
accessible via a browser, in addition to the development of a script in the Python lan-
guage to automate the listing of ligands and maps. The applied methodology con-
sisted of conducting performance tests using a database of 156 ligands against two
receptors (the enzymes 3IK3 and hAChE), comparing execution times between CPU
and GPU processing on two different hardware configurations. The results obtained
demonstrated a drastic reduction in computational time, ranging from thousands of
minutes in CPU execution to a few minutes in GPU execution, confirming the effi-
ciency of parallelization. It is concluded that the developed environment successfully
combines the configuration practicality of Raccoon with the speed of AutoDock-GPU,
promoting the accessibility and usability of these tools for researchers with less profi-
ciency in programming, despite specific limitations in the automation of multiple sim-
ultaneous receptors.

Key-words: Molecular Docking .AutoDock-GPU .Raccoon . Docker.
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1 INTRODUGAO

A quimica computacional € o uso de computadores em conjunto de
equacdes matematicas que sao capazes de representar interacdes fisico-quimicas
[1]. Esta area da quimica consolidou-se como ferramenta indispensavel no
desenvolvimento moderno de farmacos, permitindo a investigagdo detalhada de
propriedades moleculares, conformacdes estruturais e interagbes em nivel atbmico e
molecular. Entre suas diversas aplicacdes, destaca-se a capacidade de acelerar
significativamente a triagem de moléculas bioativas contra alvos terapéuticos
especificos, particularmente por meio da predigdo computacional da afinidade de
ligantes por sitios proteicos. A utilizagcao estratégica da modelagem molecular e suas
técnicas, com énfase no docking molecular, proporciona vantagens substantivas no
pipeline de descoberta de farmacos, incluindo a redugao de custos com reagentes,
otimizagcdo de recursos energéticos e racionalizagdo do tempo de pesquisa e
desenvolvimento.[2]

O docking molecular configura-se como uma metodologia computacional
automatizada projetada para prever, in silico, a interagdo molecular entre moléculas
pequenas e seus alvos biomoleculares. Essa abordagem constitui o cerne do projeto
de farmacos assistido por computador (Computer-Aided Drug Design, CADD), area
que tem impulsionado continuamente o desenvolvimento e o refinamento de
ferramentas computacionais especializadas para criar e estudar o desenvolvimento
de novos farmacos. Dentre os softwares mais proeminentes deste contexto,
destaca-se o pacote desenvolvido pelo Center for Computational Structural Biology
(CCSB) sucessor do Molecular Graphics Laboratory (MGL), que inclui ferramentas
amplamente adotadas pela comunidade cientifica, como AutoDock4 (AD4),
AutoDock Vina (VINA) e AutoDockTools (ADT) [3]. O AutoDock4, por exemplo,
emprega um algoritmo genético Lamarckiano (LGA) combinado com uma fungéo de
pontuagdo semiempirica de energia livre, demonstrando eficacia particular para
ligantes contendo até aproximadamente dez liga¢des rotacionais flexiveis. [4, 5]

Quando comparado com outros programas de docking, como o GOLD [6],
um software de docking desenvolvido pelo Cambridge Crystallographic Data Centre
(CCDC), o AD4 sozinho é considerado computacionalmente lento, restringindo
severamente sua aplicabilidade em triagens virtuais de larga escala, cenarios que

envolvem rotineiramente bibliotecas compostas por milhdes de moléculas [7]. Porém



por ser um software livre, programas que permitem aos usuarios executarem,
copiarem, modificar e distribuir o cédigo sem restricdes, assim sendo dependente da

comunidade para manter ele competitivo com seus concorrentes.

A resposta a estas limitagdes, tém surgido de esforgcos de otimizagao e
automacao dos calculos de docking, com a implementagdo do programa Raccoon,
desenvolvido na linguagem python, também desenvolvida pelo MGL. Este software
oferece automacdo de varios calculos de dockings por meio de uma interface
grafica, porém com um gargalo na execugao dos calculos, por realizar os calculos de
forma sequencial (em série).

Em contrapartida, a maneira de realizar o calculo de docking molecular foi
melhorado com a implementagdo do AutoDock-GPU (AD-GPU), que é capaz de
realizar calculos em paralelo, representando uma implementagcdao avancada do
AutoDock4, reprogramada em OpenCL e CUDA para aproveitar a arquitetura
massivamente paralela de unidades de processamento grafico (GPUs) e de
unidades centrais de processamento (CPU). Essa adaptacéo permite ao AD-GPU ter
ganhos de desempenho notaveis, podendo reduzir o tempo de execugéo de docking
em até 350 vezes em comparagdo com a execugao single-threaded tradicional [7].
Porém, o AD-GPU somente esta disponivel para computadores com sistema
operacional baseados em Linux. Sendo este entrave parcialmente resolvido com o
uso do WSL (Subsistema do Windows para Linux).

Apesar da disponibilidade online dessas ferramentas otimizadas, o
Raccoon apresenta limitagdes em relacdo a velocidade de calculo de docking e o
AD-GPU apresenta barreiras para usuarios novos e pouco experimentes em
programacgao e execucao de programas mais robustos, dependo do WSL, linhas de
comando no terminal e conhecimentos avancados em informatica. Essa barreira
técnica limita substancialmente a acessibilidade e a usabilidade por pesquisadores
das areas quimicas e farmacoldgicas, que podem n&o possuir formagao
computacional avancada, destacando a necessidade premente de solugbes que
conciliem alta eficiéncia computacional com interfaces intuitivas e acessiveis.

Um programa capaz de unir a interface grafica e praticidade do Raccoon
com a velocidade e eficiéncia do AD-GPU seria ideal, porém devido a grande
variedade de hardware possivel em computadores isto se torna um desafio. Uma

das possiveis maneiras de conseguir este programa é usando o Docker, uma



plataforma de cdédigo aberto que permite criar pacotes de programas capazes de

padronizar a instalacdo e o uso deste programa.

1.1 Contextualizagao

O docking molecular € metodologia computacional que explora o compor-
tamento de moléculas pequenas em sitios de ligacdes de receptores e tem como
objetivo prever a orientagdo e conformacgao preferencial de duas ou mais moléculas
ao formarem um complexo estavel, além de estimar a afinidade de ligagao entre elas
[8]. Usando fungdes de pontuacéo (score) para avaliar a energia de interagdao dos
complexos, e explorar possiveis novas moléculas que podem desempenhar um pa-
pel importante no combate de alguma doenga ou na melhor compreensao de algum
fendmeno bioldgico. Na era do desenho racional de farmacos, esta técnica consoli-
dou-se como uma ferramenta pivotal, permitindo agilizar e baratear o processo de
descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos, que tradicionalmente con-

some bilhdes de ddélares e possui uma alta taxa de insucesso. [8]

1.1.1 AutoDock4

O AD4 é um conjunto de ferramentas de acoplamento molecular automatiza-
do desenvolvido pelo MGL, projetado para prever como pequenas moléculas intera-
gem com um receptor com estrutura tridimensional conhecida. Consistindo em basi-
camente 2 programas: "autodock4.exe” que calcula o docking do ligante em uma
area (grid) que represente parte da proteina, e o "autogrid4.exe” que pré-calcula o

grid.

O grid é calculado a partir das dimensdes, das coordenadas e do centro da
“caixa” onde os mapas sao calculados, estes parametros sdo armazenados em um
arquivo do tipo “.gpf’ onde s&o atribuidos um mapa de potencial para cada atomo do
ligante. Cada tipo de atomo tem seu préprio arquivo “.map”, um arquivo “.fld” é usa-

do pelo AutoDock para verificar se todos os mapas foram atribuidos corretamente.

O AutoDock tem implementado um campo de forgca com uma aproximacgao da
energia livre usando parametros semiempiricos para avaliar conformagdes durante
simulacdes. Este campo de forga foi parametrizado usando uma ampla base de da-
dos de complexos proteina-inibidor para os quais tanto a estrutura quanto as cons-

tantes de inibigdo sdo conhecidas.[7]
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O campo de forga avalia as interagdes em 2 passos, sendo o ponto de partida
tanto o ligante quanto a proteina em uma conformagao nao ligada, onde a energia
intramolecular é estimada para transicdo do estado nio ligante para o estado e con-
formacgao ligante. A segunda etapa € avaliar a energia intramolecular do ligante com
a proteina na conformacdo de interacdo. A equacao 1 abaixo representa o calculo

da energia livre usando parametros semiempiricos.

AG = ( bound -V nbound) + ( bound unbound) + ( bound 1fnblound + ASconf) (1)

A

Aij B cj D
; r”) + Whpona i E(8) (i - TTL(J)) +

U 3] Tij tj

mativa da V = Wyaw 21, (

ij
qlq < o )
Weiec Z‘fe(ru)jr + Weor 20,(SiV; + SV )e\ 2 (2)

Onde as constantes de parametrizagéo (W) foram otimizadas para calibrar a
energia livre empirica com base em um conjunto de constantes de ligagdes determi-
nadas experimentalmente. O primeiro termo é um potencial tipico Lennard-Jones de
tipo 6/12 para interacbes de dispersao/repulsdo. Os parametros sao baseados no
campo de forgca Amber [9]. O segundo termo representa e mensura a energia da li-
gacgao de hidrogénio direcional baseado em um potencial de Lennard-Jones do tipo
de 10/12. Os parametros C e D sao atribuidos para fornecer uma profundidade ma-
xima de poco de 5 kcal/mol a 1,9 A para ligacdes de hidrogénio com oxigénio e ni-
trogénio, e uma profundidade de pogo de 1 kcal/mol a 2,5 A para ligagdes de hidro-
génio com enxofre. Para cada elemento atémico alguns parédmetros sdo adaptados

para melhor representacao.

A funcao E(t) fornece peso baseado no angulo direcional da geometria ideal
de ligacéo de hidrogénio. O terceiro termo € um potencial de Coulomb blindado para

ij
as interagdes do tipo eletrostaticas. O termo final (W, Z”(S i+ SLVj)e( 207 >) é um

potencial de solvatagdo baseado no volume de atomos (V) que circundam um de-
terminado atomo e o protegem do solvente, ponderado por um parametro de solva-
tacdo (S) e um termo exponencial com fator de ponderacéo de distancia o = 3,5 A.
[9]
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E possivel adicionar carga nos elementos usando o programa ADT, sendo
elas cargas de Gasteiger. Estas cargas sao calculadas utilizando o método do Parial
Equalization of Orbital Electronegativities (PEOE), tem como base a eletronegativi-

dade, transferéncia iterativa, ajuste dindmico e convergéncia.

1.1.2 AutoDockTools

O ADT é uma ferramenta grafica feita para facilitar a configuragcao de triagens
virtuais de docking, possibilitando o preparo, execug¢ao e analise dos estudos. Este
software permite atribuir e modificar a carga dos atomos dos ligantes e dos recepto-
res, também possibilita definir a flexibilizacdo das ligagdes quimicas tanto do ligante
quanto dos residuos do receptor. Por meio de sua interface grafica, permite a confi-
guracgao dos arquivos “.gpf’ e “.dpf’ de maneira facilitada, permitindo a visualizagao,
criacéo e configuragéo do grid com a proteina. Para criar o grid basta clicar na aba
grid e selecionar o receptor, depois selecionar o ligante, apos isso clique em grid
options e configurar as dimencoes da caixa e o dentro dela, depois disso salve o ar-

quivo “.gpf’. [9]

1.1.3 Raccoon

O Raccoon é um programa desenvolvido na linguagem Python3 e de facil ins-
talacéo, ele € uma interface grafica para processamento de bibliotecas de ligantes

em diferentes formatos (“.mol2”, “.pdb” e “pdbqt’), multiplos receptores e residuos
flexiveis, para gerar todos 0s arquivos necessarios para executar uma triagem virtual
usando o AutoDock. Apesar de sua versatilidade na montagem do setup de estudos
de virtual screening, o Raccon n&o traz como padréo a possibilidade de paraleliza-
¢ao dos calculos. O programa ainda depende de outro software para gerar os arqui-
vos “.gpf’ e “.dpf’, apesar de ter uma opgéo padrao para esses dois arquivos, nao
sendo capaz também de ler os arquivos “.dlg” e depende do executavel doAD4 para

realizar os calculos do docking.
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Figura 1. Janela Principal do Programa Raccoon.
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O programa é estruturado em abas (sec¢des), conforme descrito em seu ma-

nual técnico:

Ligand{s) Receptaor(s) ] Haps l Docking l Y5 Gemeration l

==} Add ligands

- Add directory

-l Add recursively

= Remove zelected

@ Femove all

,-Impor*t ligands, ..

Figura 2. Programa Raccoon: Aba "Ligands" (Ligantes).

Permite ao usuario carregar os arquivos dos ligantes, que devem estar nos

formatos “.mol2”, “.pdb” ou “.pdbqt’. Nesta se¢dao, o Raccoon é capaz de processar

os ligantes para alterar sua flexibilidade (converter de rigido para flexivel e vice-

versa), adicionar cargas e reparar eventuais problemas estruturais.
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Ligandis) || Rooeptors) | Weps | Docking | VS Generation

Single Y ooy, NlEEpLE
target ‘ ‘ EF targets

Receptor structure

[ none 1

S Add receptor File...

Figura 3. Programa Raccoon: Aba "Receptors" (Receptores).

NA aba “Receptors” feita a insercdo de um ou mais receptores, aceitando os
mesmos formatos de arquivo (“.mol2”, “.pdb”, “.pdbqgt”). A ferramenta permite a defi-
nicao de residuos flexiveis; contudo, esta opgdao ndo esta disponivel para mais de
uma proteina ficando limitada a uma unica proteina por triagem. Também ¢é possivel
modificar o receptor, realizando agdes como adicdo de cargas, adigdo ou remogao
de hidrogénios, remog¢ao de moléculas de agua e selegcao de cadeias proteicas es-

pecificas.

Ligandfs) | Receptor(s) | Docking l %5 Generation |

[CHFfinity maps

Run AutaGrid Caleulate
at every job waps. nou

Grid Paraneter File
(u Load tenplate. ... J

Figura 4. Programa Raccoon: Aba "Maps"(mapas).

Nesta etapa, o usuario deve fornecer os arquivos do grid. E possivel indicar
um arquivo de parametros de grid (“.gpf’) pré-existente (gerado em outro programa
ou editado manualmente) ou apontar o local onde os mapas ja calculados estao ar-

mazenados. Também é necessario indicar o local do executavel autogrid4.exe (dis-
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ponivel no mesmo repositério do AutoDock). A ferramenta oferece a opgéao de exe-
cutar o AutoGrid individualmente para cada docking ou executa-lo uma unica vez

para todo o conjunto de simulacdes.

Ligand(s) ] Receptor(s) l Haps | Docking I S Gereration

[ select docking setup ] —

Figura 5. Programa Raccoon: Aba "Docking".

Na aba ‘Docking’ define os parametros da simulagdo de docking. O usuario
pode selecionar um arquivo de parametros (“.dpf’) padrao, edita-los manualmente na

prépria interface ou carregar um arquivo “.dpf” customizado.

Figura 6. Programa Raccoon: Aba "VS Generation" (Geragao da Triagem Vir-

tual).

Esta é a etapa final de configuragao. A aba apresenta um resumo do protoco-
lo de docking e solicita ao usuario o diretério de destino onde o Raccoon deve gerar
os arquivos de saida. Adicionalmente, permite a selegcdo do sistema operacional
(SO) de destino, o que é relevante para ambientes como clusters Linux, onde & pos-

sivel definir limitagdes e configuragbes de execucgao especificas.
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Os arquivos de saida gerados pelo Raccoon seguem um padrédo de organiza-

cao especifico, apresentados no esquema da Figura 7.

single target

output diractory

raccoonVS-YY.MM.DD.log

receptor

RunVsS [sh, ba)

[ = maps )
ligand00_receptor
ligand01_receptor
ligand02_receptor
ligand03_receptor

multiple targets

output directory

raccoonVS-YY MM DO log

receptordl
RunVS [sh, bat]

[ maps |
ligand00_receptor01
ligand01_receptor01
ligand02_receptor0i
ligand03_receptor01

 receptor02
RunVS [sh, bat)

( maps |
ligand00_receptor02
ligand01_receptor02
ligand02_receptor02
ligand03_receptor2

Figura 7. Estrutura das pastas criadas pelo Raccoon, imagem retirada do manual de

usuario. Figura retirada do manual do Raccoon.

Para iniciar os calculos, basta executar o script gerado (RunVS.sh para Li-

nux/MacOS ou RunVS.bat para Windows), seja por execugao direta ou via termi-

nal.[9]

1.1.4 AutoDock-GPU

O AD-GPU é um programa capaz de paralelizar e automatizar os calculos de

docking usando o AD4, sem interface grafica e apenas disponivel para computado-

res com os sistemas operacionais baseados em Linux e MacOS. Para computadores

gue usam sistema operacional Windows sua utilizacéo é viabilizada através do WSL

(Subsistema do Windows para Linux). Este programa também é incapaz de ler e vi-

sualizar arquivos “.dlg”, porém ainda € dependente de outros programas para calcu-

lar os arquivos “.maps”. Além de possuir uma instalacdo complicada que necessita

conhecimento especificos em computacdo. O repositorio oficial do AD-GPU esta

disponivel no GitHub [11].
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1.1.5 WSL

O WSL é um recurso do Windows que permite executar um ambiente Linux
computadores Windows, sem a necessidade de uma maquina virtual separada ou
inicializacado dupla. O WSL 2 usa tecnologia de virtualizagdo para executar um kernel
do Linux dentro de uma maquina virtual. Para sua instalacdo basta executar o co-

mando “wsl --install’ no terminal do Windows.[12]

1.1.6 Docker

O Docker é um projeto de codigo aberto usado para automatizar a implanta-
¢ao de aplicativos como contéineres portateis e autbnomos que podem ser executa-
dos na nuvem ou localmente. Contéineres do Docker podem ser executados nativa-
mente no Linux e no Windows, porém imagens Linux podem ser executadas em

hosts Linux e em hosts do Windows (usando uma VM Linux Hiper-V).[13]

1.2 FORMULAGAO DO PROBLEMA

Atualmente, existe uma diversidade de programas para docking molecu-
lar, porém o acesso amplo e gratuito a essas ferramentas mostra-se limitado a al-
gumas opg¢des. Muitos desses softwares livres dependem fortemente do desenvol-
vimento pela comunidade, o que pode impactar seu desenvolvimento, continuidade

e suporte.

Entre estas opgbes, destaca-se os programas desenvolvidos pela The
Scripps Research Institute, o AutoDock 4 e AutoDock Vina, que possui interface gra-
fica acoplada externamente (AutoDockTools) - um ambiente que permite a interagéo
com o computador por meio de elementos visuais como icones, botdes, menus e
janelas. No entanto, o programa apresenta limitagdes operacionais: nao é capaz de
executar calculos em paralelo, nem de operar de maneira automatizada em larga
escala, dependendo de scripts de terminal para realizar grandes quantidades de si-
mulag¢des de docking. Além disso, o processo consome consideravel quantidade de
tempo, variando conforme as configuragdes especificas do docking. Esta limitacao
temporal deriva fundamentalmente da arquitetura computacional implementada pelo
Scripps Research (anteriormente CCRB), que nao permite a utilizagdo de mais de

um core da CPU por simulagéo individual.
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O Scripps Research disponibiliza outro programa com interface grafica
denominado Raccoon, capaz de organizar, converter e calcular multiplos estudos de
docking. Contudo, mesmo esta ferramenta opera os calculos em série, permanecen-

do incapaz de aproveitar multiplos cores da CPU para processamento paralelo.

Uma alternativa mais eficiente do mesmo desenvolvedor € o AutoDock-
GPU, que realiza calculos de docking de maneira paralela, aproveitando plenamente
os recursos de processamento. Entretanto, esta verséo carece de interface grafica e
esta disponivel exclusivamente para sistemas operacionais baseados em Linux. Adi-
cionalmente, o AutoDock-GPU n&o calcula os mapas de energia necessarios para
as simulagdes, dependendo que estes sejam previamente gerados por outros pro-

gramas.

A auséncia de interface grafica, a restricdo a sistemas Linux e a operacio-
nalizagao via terminal limitam significativamente a adogado dessas ferramentas por
usuarios com menor proficiéncia em quimica e modelagem computacional. Parale-
lamente, a baixa eficiéncia computacional do Raccoon, em relagdo ao tempo de cal-
culo, o torna menos elegivel entre as alternativas disponiveis, criando um cenario
onde os usuarios precisam escolher entre facilidade de uso e eficiéncia computacio-

nal para realizagao de virtual screening de milhares de moléculas.

1.3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, testar e validar uma ferramenta e um workflow usando a lin-
guagem Phyton para associar o Raccoon com o AD-GPU, para usabilidade e aces-

sibilidade e popularizacao do uso deste tipo de ferramenta.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Delimitar a funcionalidade do Raccoon.

Analisar a funcionalidade e potencialidade do AD-GPU.
Desenvolver ambiente multi-software entre o Raccoon e o AD-GPU: docker.

Estudar a viabilidade do ambiente desenvolvido.

a b~ wn =

Testar a exequibilidade do ambiente desenvolvido por meio de estudo de do-
cking molecular usando 156 ligantes que foram estudados no Laboratoério de

Quimica Computacional (LQC) e 2 proteinas também estudadas no LQC.
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6. Preparar manuais para o uso das ferramentas computacionais utilizadas e

desenvolvidas.
2 REVISAO TEORICA

O docking molecular € uma metodologia in silico de modelagem molecular
usada para simular o processo natural de reconhecimento molecular, no qual biomo-
Iéculas interagem seletivamente para desencadear eventos biolégicos cruciais, co-
mo transcri¢cdo, sinalizagdo celular e catalise enzimatica. Para entender esse pro-

cesso, diferentes modelos tedricos foram propostos [14]:

e Modelo "Chave e Fechadura" (Lock and Key): Proposto por Emil Fischer
em 1890, postula que o ligante (chave) possui uma forma complementar e

rigida ao sitio ativo do receptor (fechadura).[14]

>
sio
E ?uli\ o 4 +

Figura 8: Modelo de chave e fechadura, onde E representa a proteina, S re-
presenta um substrato, P1 e P2 sdo parte 1 e parte 2 respectivamente. Figura
retirada do Pereira, Francisco. (2010). BIOCHEMISTRY IN A CHEMICAL
APPROACH. 10.13140/RG.2.2.17251.14889.

e Modelo do Ajuste Induzido (Induced Fit): Introduzido por Daniel Koshland
em 1958, este modelo € mais dinamico, sugerindo que tanto o ligante
quanto o receptor sofrem ajustes conformacionais mutuos para alcangar

um encaixe ideal, analogamente a uma "m&o em uma luva".[15]
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b) Modelo de ajuste induzido

Figura 9: modelo de ajuste induzido, onde E representa a proteina, S re-
presenta um substrato, P1 e P2 sdo parte 1 e parte 2 respectivamente. Fi-
gura retirada do Pereira, Francisco. (2010). BIOCHEMISTRY IN A
CHEMICAL APPROACH. 10.13140/RG.2.2.17251.14889.

e Modelo do Conjunto Conformacional (Conformational Ensemble): Modelo
mais recente que considera as proteinas como um conjunto de estados
conformacionais pré-existentes. A plasticidade proteica permite a transig¢ao
entre esses estados, sendo a ligagdo com o ligante um processo de sele-

¢ao dentro desse conjunto. [7]

Esses modelos ndo sdao mutuamente exclusivos, mas focam em aspectos di-
ferentes e complementares do processo de reconhecimento, sendo o modelo de
"Ajuste Induzido" o mais comumente aplicado em programas de docking modernos

para explicar a flexibilidade molecular. [15]

2.1 Componentes Metodolégicos do Docking Molecular
Um experimento de docking bem-sucedido apoia-se em dois pilares computa-
cionais: o algoritmo de busca (search algorithm) e a fungdo de pontuagao (scoring

function).

2.1.1. Algoritmos de Busca (Search Algorithms)

O algoritmo de busca € a parte responsavel por explorar o espago conforma-
cional que incluem orientacdes, translacbes e conformacdes do ligante, e gerar di-
versas poses (modos de ligagdo) candidatas. Dada a vastiddo desse espaco, dife-

rentes estratégias foram desenvolvidas:
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Algoritmo de Correspondéncia Geométrica (Matching Algorithm): Trata as
moléculas como corpos rigidos e busca complementaridade de forma. E a
base, por exemplo, do programa DOCK, que utiliza esferas para mapear a
superficie do sitio de ligacao e do ligante.[16]

Construcdo Incremental (Incremental Construction): O ligante é fragmen-
tado e reconstruido passo a passo dentro do sitio ativo. E utilizado por
programas como FlexX e DOCK 4.0. [17]

Algoritmo Genético (Genetic Algorithm): Aplica principios de evolugéo (mu-
tacdo, cruzamento e selegcéo) para "evoluir" poses em diregdo a um mini-
mo de energia global. E empregado pelos softwares GOLD e AudoDock 4.
[23]

Algoritmo de Monte Carlo (Monte Carlo): Gera mudangas aleatérias nos
graus de liberdade do ligante, aceitando ou rejeitando novas poses com
base em probabilidades termodinamicas. E usado pelo AutoDock Vina e
ICM. [18]

2.1.2 Fungoes de Pontuagao (Scoring Functions)

Apds a geragao das diversas possiveis conformagdes (poses), a fungéo de

pontuagao avalia e classifica cada complexo proteina-ligante predito, estimando uma

aproximagao da energia livre de ligagdo (AG). Cada programa que utiliza energia

livre faz aproximagdes com o intuito de acelerar os calculos tentando perder o mini-

mo de precisdo. Uma fungao robusta deve ser capaz de ranquear corretamente as

poses e discriminar ligantes ativos dos inativos. As principais categorias sao [19]:

Baseadas em Campo de Forga (Force Field-based): Calculam a energia
de interacdo usando termos eletrostaticos e de van der Waals, derivados
de campos de forca como AMBER e CHARMmM. Exemplos: AutoDock,
DOCK. [18, 16]

Empiricas (Empirical): Utilizam parametros derivados de regressoes linea-
res a partir de dados experimentais de estruturas conhecidas. Exemplos:
ChemScore, GlideScore (SP/XP). [19]

Baseadas em Conhecimento (Knowledge-based): Empregam potenciais

estatisticos inferidos da analise da frequéncia de contatos atdmicos em um
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grande banco de dados de complexos, como o Protein Data Bank. Exem-
plos: PMF, DrugScore. [7]

2.2. Softwares e Aplicagoes Praticas

A escolha do programa de docking depende do objetivo do estudo, pois cada

software possui algoritmos e fungbes de pontuacao distintas. Estudos comparativos

indicam que programas como GLIDE, GOLD e SURFLEX estdo entre os que apre-

sentam maior precisdo na predicdo de poses.[20]

Tabela 1. Tipos de softwares de Docking Molecular.

Software Tipo de Licenga Algoritmo de Funcgdo de Pontua- Func@o Epina
Busca Principal ¢cdo
AutoDock /| Cédigo Aberto Algoritmo Gené- | Empirica Semi-empirical
Vina tico, Monte Carlo Free Energy Dorce
Field/ Vina Score
DOCK6 Académica Gra- | Correspondéncia | Campo de Forga, | Grid Score / Amber
tuita Geométrica empirica Score
GOLD Comercial Algoritmo Gené- | Empirica (GoldS- | GoldScore, ChemsS-
tico core, ChemScore) | core, ASP, ChemPLP
Glide 14 Comercial Busca Exaustiva | Empirica (SP, XP) | ClideScore (SP eXP)
FlexX Comercial Construcdo In- | Empirica FlexX Score (Bohm
cremental adaptation)
MOE Comercial Multiplos Algo- | London AG, Affi- | London AG,
ritmos nity AG GBVI/WSA AG
DockThor Gratuito (servi- | Algoritmo proé- | Empirica DockTScore
dor Web) prio (MF-score, (MFOscore, IF-
IF-score) score)
LeDock Académica Gra- | Algoritmo de | Empirica (simplifi- | LeDock Score
tuita Monte Carlo cado)
rDock Codigo Aberto Algoritmo Gené- | Empirica (ChemS- | RDock Score(SF),
tico core, SF) ChemScore
SwissDock Gratuito (Servi- | Algoritmo de | Campos de Forca | FullFitness

dor Web)

Busca Global

CHARMM

(CHARMm)
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Surflex Comercial Fragmentacdo e | Empirica (Proto- | Mammerhead /
Construcdo In- | mol-Based Sco- | Protomol-Based

cremental base- | ring)
ado em “Proto-

mol”

As aplicagdes do docking séo vastas na descoberta de farmacos como a oti-
mizagao de compostos Lideres (Lead Optimization), o estudo de estruturas e meca-
nismos de agédo de farmacos. Uma outra aplicagdo de docking é a Triagem Virtual
(Virtual Screening) que permite o rastreamento computacional de grandes bibliote-
cas de compostos (milhdes de unidades moleculares) contra um alvo proteico, iden-
tificando moléculas promissoras ("hits") de forma rapida e econémica, servindo como
alternativa ou complemento a ensaios experimentais de alto rendimento (HTS) [17].
Otimizacao de Ligantes (Lead Optimization), analise detalhada do modo de ligagao
(pose) de um ligante lider permite aos quimicos medicinas modificar sua estrutura
racionalmente para melhorar a afinidade, seletividade e propriedades farmacocinéti-
cas. Estudos de mecanismos de ag¢ao, o docking ajuda a elucidar mecanismos mo-
leculares de inibicdo enzimatica e a compreender as bases estruturais de interagbes

proteina-ligante.[22]

3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Testar o funcionamento e as limitagdes do Raccoon, dispondo de uma larga
base de dados de ligantes (303429 moléculas, que foram retiradas do banco de da-
dos do ChEMBL), em um alvo enzimatico. Medir e avaliar o tempo de célculo que o
Raccoon leva em uma base de dados menor (de 156 ligante) com potencial de inibi-
¢ao frente a duas enzimas: a BCR-ABL T315l (codigo 3IK3) e a hAChE (cddigo
604W) ambas depositadas no Protein Data Bank.

Os calculos foram realizados em 2 computadores sendo que um deles tem
um processador AMD Ryzen 7 2700X com 8 core de 3.70 GHz, 64,0 GB de memoria
RAM, uma placa de video NVIDIA GeForce GTX 1060 3 GB (computador-1). O outro
computador tem processador AMD Ryzen 9 5950X 16 de core e 3.40 GHz, 128 GB
de memodria RAM e uma placa de video NVIDIA GeForce RTX 3060 12GB (compu-

tador-2). O sistema operacional usado em ambas as maquinas foi o Windows com o
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WSL usando uma distribuicdo do Ubuntu. Utilizando o AutoDock 4.2.26 para os do-

ckings que usaram CPU e o AD-GPU para os calculos feitos com a GPU.
Como pré-requisito de hardware para o AD-GPU:

Tabela 2: Requisitos AD-GPU.

Sistema Operacional CPU GPU

CentOS 6.7 & 6.8 / Ubun- | Intel SDK for OpenCL | OpenCL / CUDA >= 11
tu 14.04 & 16.04 2017

macOS Catalina 10.15.1 | Apple / Intel Apple / Intel Iris, Radeon
Vega 64, Radeon VII

Estes sistemas e configuragdes foram apenas as listadas do GitHub deles,
como esta relatado outros sistemas e configuragdes provavelmente funcionam, ape-

nas nao foram testadas.

Por ser uma ferramenta de linha de comando (CLI), sem interface grafica, to-
do o processo de instalagao, configuragéo e execugdo do AD-GPU depende de co-
mandos no terminal. O processo de instalagdo pode variar conforme as especifica-

¢des do sistema.

O procedimento de instalagédo para hardware Nvidia consiste na instalagéo
prévia do CUDA e do CUDA Toolkit. Em seguida, € necessario definir as variaveis de
ambiente GPU_INCLUDE _PATH e GPU_LIBRARY _PATH para os diretérios corre-

tos e, por fim, compilar o codigo-fonte do programa.

Apos a compilagao, o executavel (ex: autodock gpu_128wi) localiza-se no di-

retério AutoDock-GPU/bin/. A sintaxe basica de execugéo é a seguinte:

./bin/autodock <tipo> <N>wi
--ffile .maps.fld

--1file .pdbgt
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—-nrun

Onde <tipo> refere-se a gpu ou cpu, e <N> (ex: 128) indica o tamanho do
grupo de trabalho (work-group). A ferramenta permite a inclusdo de multiplos argu-
mentos, como a importagcao de listas de ligantes, a utilizacdo de arquivos de para-
metros “file.dpf’ e a alteragcdo de parametros do algoritmo genético local (LGA), co-

mo o tamanho da populacéo.

Ao término da simulacdo, os resultados s&o gerados nos formatos “.xml” e
“.dlg”. A anadlise e interpretagao desses arquivos de saida requerem o uso de softwa-

re adicional, como o AutoDock Tools ou programas de visualizagdo molecular.[10]

Foi testado e instalado o AD-GPU em ambiente WSL e as limitagbes que
ele possui. Foi verificado o tempo de calculo que o AD-GPU leva em uma base de
dados de 156 ligantes sendo eles e 2 proteinas a 3ik3-B e a hAChE em computado-

res Linux/WSL (computador 1 e 2).

Foi desenvolvido um Workflow que utilize o Raccoon e o AD-GPU com o
foco em praticidade e tempo de calculo da maquina. Para facilitar a usabilidade foi

riado um programa em python que liste os ligantes e mapas para o AD-GPU.

O protocolo de docking modelo para o estudo que foi usado como em to-
dos os calculos foi com ligantes flexiveis, o receptor 31K3rigido e o receptor hAAChE
(com flexibilizagdo da cadeia lateral do aminoacido Tyr 337). O GridBox da proteina
3IK3 gerado tem dimensdes X, Y e Z: 60, 80 e 50 pontos respectivamente, com es-
pacamento de 0,375 A e centrado nas coordenadas de 4,652 A; 31,172 A e 15,575
A. Ja para a proteina o GridBox hAChE foi desenhado nas dimensdes X, Y e Z, 68,
76 e 54 pontos respectivamente, com espagamento de 0,375 Angstrom e centro X, Y
e Z de 2,554 A; 113,497 A e 28,759 A. O numero de individuos por populacéo foi
de 150, o numero maximo de avaliagbes energéticas de 2500000, o numero de ge-

racoes foi de 27000, para ambas as proteinas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O workflow proposto neste trabalho é dividido em 5 partes, sendo elas:
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I.  Preparo do arquivo “.gpf”.

II.  Processamento dos ligantes, receptores e a criagao dos mapas.
lll.  Criagdo da Lista com os enderegos dos ligantes e dos mapas.
IV.  Calculo dos estudos de dockings

V. Analise dos resultados

As etapas | pode ser feita no ADT seguindo o processo padrao descrito no
manual do ADT. Esta escolha foi feita pois ele € capaz de ajudar visualmente na cri-

acao do gridbox.

4.1. Raccoon

O Raccoon apresentou um limite no computador-1 de 5939 ligantes, sendo o

limitador o espago de armazenamento do computador.

Neste protocolo o Raccoon agiu como um organizador e processador tanto

dos ligantes quanto das proteinas e mapas.

Usando a aba “Ligands” (Figura 2) para configurar a flexibilidade e a carga
dos ligantes, este passo tem que ser feito antes de selecionar as moléculas para
aplicar as mudancas. A aba “Receptors” (Figura 3) para selecionar e configurar a(s)
proteina(s). A aba “Maps” (Figura 4) para pre-calcular os arquivos mapas. A aba
“‘Doking” (Figura 5) neste protocolo ndo possui utilidade, pois o docking sera feito
utilizando o AD-GPU. Na aba “VS Generation” é escolhida a pasta vazia “resultado-

rAD4”. Apos todas as etapas basta clicar no botao “Generate” (Figura 6).

4.2. Listador

Para trabalhar com o AD-GPU de maneira eficiente foi preciso usar a flag “--
filelist’ que permite usar uma lista com os enderecos dos mapas e dos ligantes. Co-
mo o Raccoon organiza os ligantes e mapas em uma mesma pasta foi criado um
programa em python que pede o endere¢o onde das pastas criadas pelo Raccoon e
gera a lista automaticamente, a lista € criada na pasta indicada. Assim faltando ape-

nas mover a lista para a pasta bin do AutoDock-GPU.

A estrutura que o listador segue para criar as listas € sempre primeiro o arqui-
vo “.maps.fld" em seguida dos ligantes e seus respectivos nomes, porém devido a

essa estrutura simples ele ainda nédo é capaz de criar uma lista com mais de um re-
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ceptor pois ele ira colocar os mapas em sequéncia quando o desejado seria colocar
um mapa primeiro seguido pelos ligantes e depois colocar outro mapa seguido dos

mesmos ligantes.

4.3. AD-GP

O AD-GPU se demonstrou extremamente util principalmente quando usado
com uma lista com varios ligantes, esta lista tem que ser um arquivo de texto que
indique primeiro o endereco do arquivo “maps.fld”, nas préximas linhas os enderecos

dos ligantes e os respectivos nomes de saida.

A capacidade de aceleragado do tempo de calculo do AD-GPU é muito bem

documentada e de acordo com os dados apresentados na tabela 2 [6]

Tempo de calculo CPU e GPU:

Tabela 3: Tempo (em minutos) de calculo dos 156 ligantes nas 2 proteinas e nos 2

computadores, calculos feitos na GPU e na CPU.

Tempo Computador-1 Computado-1 Computador-2 Computador-2
3ik3 hAChE 3ik3 hAChE

CPU 4981 4130 4805 4011

GPU 38,05 21,81 4,85 2,78

4.3.1 Usando o AD-GPU

Para tirar melhor proveito da automagao do AD-GPU se faz necessario um
arquivo que liste os ligantes e os mapas. Para isso foi criado um programa em
python que pede de entrada um caminho para o diretorio onde se encontra as pas-
tas criadas pelo Raccoon e nele sao identificados todos os arquivos “.pdbqgt’ e o ar-
quivo “maps.fld”’, é escrito uma lista de acordo com os padrbées pedidos pelo AD-
GPU. O arquivo da lista € gerado na pasta indicada anteriormente, apenas tendo
que ser movida para a pasta do /home/usuario/~/AutoDockGPU/bin e entdo execu-

tado com o comando padrdo do AD-GPU como base.
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4.4 Raccoon+AD-GPU

Para trabalhar com os 2 programas foi utilizado a parte da interface do Rac-
coon e a capacidade de calculo do AD-GPU, o Raccoon continua fazendo a etapa
de organizar e processar as moléculas de acordo com as configuragdes do usuario.
Ele também foi usado para calcular os mapas, e o AD-GPU ira usar a estrutura cria-
da pelo Raccoon indicada na lista criada pelo listador para calcular os dockings.

A juncao do Raccoon e do AD-GPU em um unico ambiente computacional foi
arquitetada em parceria com estudante de engenharia elétrica da UnB, para tal feito
foi usado o Docker para padronizar a instalagcédo e o ambiente com o WebTop que é
capaz de simular um ambiente Linux usando o navegador de internet como plata-
forma, porém sem depender de conexao com a internet. Junto do arquivo para criar
a imagem tem a estrutura de pastas para a entrada de ligantes, proteinas e do ar-
quivo “.gpf’, a pasta de resultados do Raccoon e do AD-GPU, o pacote MGLtools e o
listador.

Para criar a imagem do contéiner docker foi usado o comando “docker build —t
raccoon-webtop.” no software Docker. Apds a criacdo da imagem foi usado iniciador
universal em seguida uma janela do navegador padréo é aberta com uma area de
trabalho Linux e o Raccoon ja aberto na janela dos ligantes. Foi mantido o procedi-
mento padrédo do Raccoon de adicionar ligantes, proteina, grid, configuragbes do
“.dpf’, indicacao do local. Ao final quando a janela do Raccoon for fechada ele abria
automaticamente a janela do AD-GPU, que serve para construir de maneira grafica a
linha de comando do AD-GPU. O listador age assim que o Raccoon for fechado, cri-
ando a lista ja na pasta padréo “resultadosAD4”.

As pastas que sao de acesso compartilhado pelo docker e pelo computador
sdo estruturadas de maneira a ter uma entrada, onde s&o colocados os ligantes, pro-
teinas e o arquivo “.dpf’. Uma pasta de saida onde é criado os arquivos do Raccoon,

a lista e uma pasta para os resultados do AD-GPU.



v Raccoon+AD-GPU
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Figura 10: estrutura de pastas criadas pelo Raccoon+AD-GPU.

28



29

5 CONSIDERAGOES FINAIS OU CONCLUSAO

O pacote de docking e virtual screening usando o Raccoon e o ADT-GPU
desenvolvido € capaz de melhorar o tempo dos calculos de docking molecular e bem
como a acessibilidade para usuarios inexperientes em computagdo, como
demonstrados nos tempos de calculos, onde o cumputador 1 foi capaz de reduzir o
tempo de calculo de milhares de minutos para algumas dezenas e o cumputador 2
reduziu de milhares de minutos para alguns minutos, para 156 ligantes os 2
computadores foram capazes de reduzir o tempo de docking € no manual do
aplicativo. A juncdo do Raccoon com o AD-GPU usando o docker se mostrou capaz
de manter a praticidade do Raccoon e a velocidade de conta do AD-GPU.

O listador ndo apresentou problemas para criar listas com 1 receptor,
porém ele ainda é incapaz de gerar elas para varios receptores em um unico
arquivo. A estrutura de pastas pré-definidas precisa que o usuario sempre esvazie a

pasta dos resultados do Raccoon.
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