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Lex. I. Corpus omne perseverare in statu suo quiescendi vel movendi uniformiter in directum, nili quatenus a viribus impressis cogitur statum illum mutare.

Lex. II. Muationem motus proportionalem esse vi motrici impressae, et _eri fecundum lineam rectam qua vis illa  mprimitur.
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Isaac Newton. Philosophiae Naturalis Principia Mathematica. London, 1686
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RESUMO

Neste trabalho, será apresentada o estudo prático de uma implementação de um algoritmo para calculo de docking no código do software GROMACS para simulação de dinâmica molecular. A otimização foi feita em ambiente Linux, utilizando a linguagem C.
Também foi relatado no trabalho alguns aspectos sobre bioinformática, como funcionam as simulações e como executa-las, os softwares de auxilio, e a importância da pesquisa. 
Todo o conteúdo foi baseado em um artigo escrito por Danilo Roccatano et al em 1999 e na experiência prática no instituto de pesquisa da Jacobs University, Alemanha.
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ABSTRACT

In this work will be showed a practical study of a implementation algorithm for docking into de GROMACS software code for the dynamic molecular simulation. The optimization was done in the Linux operational system and using the C language.
Also have related in this job, some aspects about bioinformatics, i.e. the simulations works, how to run them, the auxiliary softwares and the importance of that researches.
All the content was based in an article wrote by Danilo Roccatano et al in 1999 and in the practical experience on the Jacobs University research institute, Germany.




Key-words: Docking, molecular simulation, GROMACS. 
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1.	INTRODUÇÃO
A nanotecnologia é a engenharia de sistemas funcionais em escala molecular. Isto abrange tanto o trabalho atual quanto os conceitos que estão mais avançados. Em seu sentido original, "nanotecnologia" se refere à capacidade projetada para a construção de itens de baixo para cima, usando técnicas e ferramentas sendo desenvolvidas hoje para fazer produtos complexos de alto desempenho (Drexler, 1992). 
[bookmark: _GoBack]Segundo a definição do órgão ISO – International Organization for Standardization –, relatado no JRC Reference Reports (Joint Research Centre, Bélgica): “Nanomaterial é um material com qualquer dimensão estrutural externa nanométrica ou que possui estrutura interna ou de superfície em nanoescala” (2010:13).
Pesquisas em nanoescalas envolvem, entre muitas outras coisas, sistemas de automatização altamente complexos e capacitados para processamento massivo de informações e cálculos e representação ou reprodução gráfica. A partir destas informações tem-se uma breve ideia dos softwares utilizados. Os abordados neste trabalho serão os Programas de Modelagem Molecular.
Programas de Modelagem molecular, ou Molecular Modeling Programs (MMD) são programas que executam uma simulação por computador, por vários meios, de estruturas ou processos químicos. Estes programas gráficos especiais podem exibir imagens tridimensionais das estruturas moleculares e processos químicos, mostrando as distâncias, ângulos de ligações químicas e as modificações que resultam quando os átomos ou grupo de átomos são introduzidos ou retirados. Assistindo a essa simulação pelo computador, pode-se descobrir como ele pode ser sintetizado, bases de dados especiais podem ser pesquisadas. O cálculo usado na base da modelagem usa química teórica e equações matemáticas complexas para otimizar as reações químicas, prevendo variáveis como energia requerida ou liberada pela reação entre duas moléculas. A simulação da modelagem molecular alterou a forma como as pesquisas são conduzidas atualmente. Quando os resultados podem ser previstos antes, experiências são realizadas, as experiências que tem a maior probabilidade de sucesso podem ser escolhidas para reprodução física, reduzindo potencialmente os custos das pesquisas e reduzindo o trabalho (Frenkel, 2001).
Todos os Softwares de Modelagem Molecular (MD) utilizam diferentes métodos para tratar interações de longo alcance, incluído variáveis de temperatura e pressão acoplada. Para todos estes cálculos massivos existem algoritmos para cálculos termodinâmicos envolvendo as mais diferentes variáveis.
Segundo Danilo Roccatano (2011), para os pacotes de programas de MD são utilizados dois tipos de estrutura: Programas separados por diferentes modalidades de uso e aplicação, os GROMACS; E um único programa que pode ser usado para maior parte da tarefa, chamado CHARMM. Cada pacote oferece a possibilidade de executar a simulação em computadores paralelos, porém isso acarreta uma variação na performance, portanto, para melhor usabilidade em diferentes Clusters, o mais aconselhável são os GROMACS. 
Ainda para o mesmo autor (Roccatano, 2011), para grandes sistemas, que requerem programação paralela massiva, a melhor opção é NAMD ou o módulo PMEMD AMBER (Cygwin). As linguagens de programação utilizadas para desenvolver os diversos pacotes de ‘Molecular Modeling’ são diferentes: FORTRAN para AMBER, C para CHARMM e GROMAC, C++ para NAMD e GROMOS05. 

	AMBER 
	Amber.scripps.edu

	CHARMM 
	www.charmm.org

	GROMACS 
	www.gromacs.org

	GROMOS 
	www.igc.ethz.ch/gromos

	NAMD 
	www.ks.uiuc.edu/Research/namd


Quadro 1: Lista dos Sites Oficiais dos Softwares mais comuns de simulação de dinâmica molecular.

Quanto aos dados, as trajetórias da MD usam relações mecânico-estatísticos que são funções de média, posições, velocidades ou energia do sistema molecular, e também fazem consultas online a banco de dados de informações química, físicas, mecânicas preestabelecidas para os elementos. Isso requer um grande armazenamento de dados de curto e longo prazo e sistemas computacionais que comportem isso. Esses dados são divididos em: Estrutural e Dinâmico.
Estes Softwares são usados apenas em centros de pesquisa, como é o caso do Centro de Ciência e Engenharia da Jacobs University. Eles são desenvolvidos por estes centros e utilizados no mesmo local, pois tem um uso massivo na pesquisa de novos produtos e descobertas. Porém, estes softwares vêm ganhando espaço devido ao grande poder de execução e a área envolvida, que é principalmente, simulações e base estatísticas e experimentos realizados para construção de novos materiais, bioquímica e genética. Empresas como a IBM, por exemplo, são grandes usuários e desenvolvedores desta tecnologia, investindo em equipamentos de hardware que suportam este nível de processamento, e algoritmos de solução. 
Traz-se a tona então, a importância de um software de simulação dinâmica molecular no auxilio das pesquisas em nanomateriais e outras ciências em geral. Além de reduzir custos, a automatização de determinadas tarefas garante a confiabilidade e exatidão dos dados obtidos, e, obviamente, reduz o tempo gasto com experimentos. Além do controle de informações sobre todas as pesquisas e testes realizados com substancias e compostos que poderão ser usados na construção de outros materiais ou simplesmente estudar o comportamento das moléculas envolvidas.

1.1.	OBJETIVOS 
Este projeto pretende então entender melhor o funcionamento destas ferramentas ou deste software como um todo; Desenvolver o algoritmo proposto (docking) para implementar ferramentas focando no estudo teórico de biopolímeros nanoestruturados usando Simulações Dinâmicas Moleculares, mais especificamente, proteínas e ácidos nucleicos; Otimizar ou solucionar questões da maneira que me for imposto durante o estágio a ser realizado no Centro de Ciência e Engenharia da Universidade Jacob em Bremen, Alemanha; Utilizar os conhecimentos adquiridos na teoria, em aula aplicando-o no mercado de trabalho, seja ele qual segmento ou nicho se encontre. 
Desenvolver um Projeto de conclusão de curso que seja inovador baseado no conhecimento adquirido em outra cultura, língua e segmento, além de fomentar publicações e pesquisas já conhecidas, e enriquecer pesquisas que envolvam esta regra de negócio com o uso de diferentes softwares e linguagens de Simulação de Dinâmica Molecular. 
Ampliar os conhecimentos sobre algoritmos complexos envolvendo muitas variáveis e muitos cálculos, processamento massivo de dados, gráficos e utilitários para programação. 

1.2.	JUSTIFICATIVAS 
Este projeto foi desenvolvido a partir do conhecimento adquirido no estágio prático realizado no centro de Ciência e Engenharia da Jacob University em Bremen, Alemanha. Aproveitando o conhecimento do estágio para aplicar no projeto e pesquisando e conhecendo mais sobre o assunto para utilizar no trabalho feito. 
O estágio foi realizado graças ao programa IAESTE. A Associação Internacional de intercâmbio de Estudantes para Experiência Técnica (The International Association for the Exchange of Students for Technical Experience) é uma organização independente, não política e sem fins lucrativos de intercâmbio de estudantes. O programa de intercâmbio IAESTE tem parceria com a FEMA – Fundação do Município de Assis, a qual ofertou a vaga de estágio. 

1.3.	MOTIVAÇÃO 
Trata-se de um projeto de pesquisa sobre aplicações de softwares recentes em tecnologias ainda em desenvolvimento, portanto há pouca disponibilidade de publicações e materiais. Como esses dois tópicos estão intimamente ligados, softwares específicos como o que será abordado, sobre simulação da Dinâmica Molecular é encontrado principalmente em centros de pesquisas que envolvam tecnologia molecular – Nanotecnologia. Atualmente no Brasil, o setor de pesquisa ainda é mais lento comparado a outros Países. Contudo, está nos planos brasileiros a criação de um centro internacional de pesquisa em nanotecnologia aplicada em parceria com a China, isso fará com que o Brasil dê o primeiro passo em rumo ao crescimento na área. Os maiores centros de pesquisa especializados nesta tecnologia estão na Europa, e consequentemente é onde se concentra o maior desenvolvimento de softwares deste tipo. Os pacotes de simulação citados acima dividem sua programação entre os polos tecnológicos Europeus e Norte-Americanos. Durante o levantamento bibliográfico desta pesquisa não foi encontrado nenhum livro de autoria brasileira sobre o assunto, o que ressalta a escassez de material fora dos polos tecnológicos citados acima. 
A paixão pela inovação é o grande incentivo para o trabalho. Ao mesmo tempo que o mercado foca em softwares de prateleira que serão usados em grande maioria para comércio, este trabalho traz a ideia inovadora de um novo campo onde o Analista de Sistemas pode também atuar, despertando assim o interesse pelas novas áreas aqui citadas e pelo desafio inovador de se trabalhar com algo que não se aprende durante os anos letivos. 


2.	REGRA DE NEGÓCIO
2.1.	BIOINFORMÁTICA
A bioinformática é uma nova disciplina científica com raízes nas ciências da computação, na estatística e na biologia molecular. A bioinformática desenvolveu-se para enfrentar os resultados das iniciativas de sequenciamento de genes, que produzem uma quantidade cada vez maior de dados sobre proteínas, DNA e RNA. Desse modo, os biólogos moleculares passaram a utilizar métodos estatísticos capazes de analisar grandes quantidades de dados biológicos, a predizer funções dos genes e a demonstrar relações entre genes e proteínas (Universidade de Wageningen, Holanda, disponível em: http://www.bioinformatica.nl).
A Bioinformática tem muitos vértices e aplicações, entre eles: Análise de sequencias de genes; Alinhamento e busca de sequencias de DNA, mRNA ou proteínas;  Banco de Dados de sequencia; Análise da expressão e gênica e Microarrays; Reconhecimento de genes; Reconstrução de árvores filogenéticas; Análise de mutações cancerígenas; Genômica Comparativa; Modelagem de sistemas biológicos; Sistemas de anotação de genomas; Entre outras. Neste trabalho, será focada a aplicação da bioinformática para a predição da estrutura proteica. 
Predição da estrutura da proteica trata-se da identificação de estruturas secundárias de proteínas. O método utilizado de previsão de estrutura proteica é a modelagem por homologia, conhecida como modelo para formatar estruturas com sequencias similares.

2.2.	MODELAGEM MOLECULAR
Segundo Tamar Schilck, modelagem molecular é a ciência e arte de estudar a estrutura molecular com a função de construir modelos usando ou não a computação. 
A construção do modelo pode ser tão simples como sistemas de plástico ou de varetas de metal, ou tão sofisticado e interativo, como estereográficos animados coloridos e esculturas a laser em madeira (Tamar Schilck, 2002, Pag. 3).
Segundo Walter Kohn – ganhador do premio Nobel de química de 1998 –, a aplicação de modelos teóricos para representar e manipular a estrutura de moléculas, estudar reações químicas e estabelecer relações entre a estrutura e propriedades da matéria constituem o domínio de atuação da modelagem molecular.
Ainda, pode se dizer que modelagem molecular é um termo referente às técnicas computacionais e métodos teóricos para modelar ou mimetizar o comportamento das moléculas. As técnicas de MD têm as mais diversas aplicações como, por exemplo, química, biologia, farmacologia, informática, ciência dos materiais, etc., para estudar sistemas moleculares oriundos de pequenos sistemas químicos às grandes moléculas biológicas e materiais. Os cálculos mais simples podem ser feitos à mão, mas inevitavelmente são necessários computadores para realizar cálculos de sistemas de qualquer tamanho.

2.3.	SIMULAÇÃO MOLECULAR
A simulação de dinâmica molecular computacional iniciou como uma ferramenta para explorar as máquinas de computação eletrônicas que foram desenvolvidas durante e após a Segunda Guerra Mundial. Estas máquinas tinham sido construídas para executarem o cálculo muito pesado envolvido no desenvolvimento de armas nucleares e quebra de código. No início de 1950, os computadores tornaram-se parcialmente disponível para a utilização de não militares e esse foi o início da aplicação de simulação molecular em computadores (FRANKEL, 2001, pag. 2).
Simulações de dinâmica molecular calculam os movimentos de moléculas individuais em estado sólido, líquido e gasoso. A ideia-chave aqui é o movimento, que descreve como as posições, velocidades e orientações podem mudar com o tempo ou o ambiente. Com o efeito proporcionado pelos gráficos das máquinas, a simulação da dinâmica molecular constitui um filme que representam as moléculas se movimentando para lá e para cá, torcendo, girando, colidindo umas com as outras e, possivelmente, colidindo com seu recipiente (HAILE, 1997, pag. 4-7).
HAILE ainda diz que “As simulações computacionais são realizados em modelos, e não em coisas reais, e assim a ciência da simulação, enquanto distinto, está necessariamente ligado à arte da construção de modelos”.
Basicamente, a simulação molecular surgiu para suprir as necessidades laboratoriais de desenvolvimento. Para algumas pesquisas destinadas principalmente às áreas farmacológicas e médicas o tamanho da molécula é crucial, ou seja, quando se trata de partículas nano métricas, o comportamento muda, pois muda-se não somente as características físicas – de tamanho, obviamente – mas também as químicas e físicas, principalmente porque envolvem fórmulas com superfície de contato, atrito, pressão, temperatura, energia, entre outros. Deste modo, as pesquisas ligadas à estas nano moléculas são inviáveis de se fazer em laboratório pois o acompanhamento destes experimentos exige um microscópio eletrônico de varredura e habilidades profissionais para a análise de resultados. É onde entra os softwares de simulação molecular, pois eles podem simular exatamente o que se faria mecanicamente em um ambiente laboratorial e ser mais preciso em termos de resultados, observações, otimização de tempo e também podem ser armazenados para uma análise ou pesquisa futura, diferentemente do processo mecânico.

2.4.	APLICAÇÕES
No referente caso, a simulação molecular será aplicada de forma a se estudar sobre o comportamento das proteínas, sejam elas isoladas, com água ou solventes ou em um sistema completo (caso mais comum). De tamanho nano métrico, essas moléculas serão analisadas quanto às suas características físico-químicas em diversas situações. A partir da análise destes gráficos gerados pela simulação computacional, poderá se entender melhor o comportamento destes específicos sistemas em diferentes tamanhos, ambientes, pressões, tempos, ligações, etc.. Este é o resultado esperado para que se possa, a partir daí, formar novos nanomateriais ou novos usos e funções para esta molécula já conhecida. Não cabe a este trabalho focar nos aspectos técnicos e científicos da estrutura química aqui utilizada. 
A simulação molecular é altamente usada, pois evita trabalho desnecessário, desperdício de tempo, recurso e material, traz maior riqueza de detalhes e é mais preciso, além de proporcionar interações interdisciplinares (programadores, químicos e/ou biólogos).

2.5.	DOCKING
Literalmente docking pode ser traduzido como acoplagem, encaixe. Portanto, docking pode ser visto como um problema de “chave-fechadura”, onde se deve encontrar a correta orientação da chave (ligante) para que se consiga a abertura da fechadura (receptor) (SCOTT 20--). 
Dentro de um ambiente de simulação molecular, docking pode ser definido como um problema de otimização, onde tenta-se encontrar a melhor posição relativa entre as moléculas. Como os compostos analisados são flexíveis, ligante (chave) e receptor (fechadura) ajustam suas conformações para alcançarem um estado referido como “ajuste-induzido”. 
Docking se refere ao método de predição da orientação de duas moléculas quando ligadas, formando um complexo estável. É frequentemente usado para prever a orientação da ligação de uma droga (ligante) a uma proteína alvo (receptor), com o fim de conjecturar suas afinidade e atividade. Assim, docking desempenha um papel importante no desenvolvimento de novas drogas. 
Segundo ROCCATANO ET AL, o processo de reconhecimento (acoplamento) entre um ligante e seu receptor desempenha um papel importante em praticamente todos os processos biológicos. A compreensão da base molecular do processo de docking abriria a possibilidade de se projetar ligantes para qualquer receptor específico. 
Trabalhos experimentais e análise de simulação computacional são as principais ferramentas científicas para estes estudos. No entanto, apesar da rápida difusão de abordagens computacionais, estimulada pela disponibilidade de dados de alta resolução em proteínas, o problema básico de abordagens computacionais para encaixe e desenho, ou seja, a determinação dos modos de ligação termodinamicamente mais favoráveis, ainda precisam ser adequadamente resolvidos.
Entre outros, os principais problemas são os seguintes: 
1 – O tipo de função de destino utilizada para pesar as conformações;
2 – O algoritmo utilizado para uma eficiente exploração do espaço conformacional e para a determinação do valor mínimo da função de destino;
3 – A inclusão de flexibilidade de ambos os ligantes e receptores para o cálculo;
4 – A inclusão de moléculas de solvente explícitas.
A função a ser adicionada na modificação do software GROMACS como solução paliativa de otimização do processo de combinação entre ligante e receptor será representada adiante, porém consiste em um método simples e eficaz.





3.	O SOFTWARE GROMACS.
O trabalho se sustenta em um software de simulação molecular, o GROMACS. O GROMACS é um pacote de ferramentas versáteis para desempenho de dinâmicas moleculares, tais como Equações Newtonianas de monitoramento de sistema com centenas de milhões de partículas ou com unidades nanométricas.

3.1.	HISTÓRIA
GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations) é um pacote de programas para simulações de Dinâmica Molecular desenvolvido na Universidade de Groningen pelo Professor HJC Berendsen. Inicialmente, Gromacs era o nome do projeto de um computador paralelo com hardware especificamente projetado para executar simulações com alta eficiência. Para este computador, um programa específico para simulações de DM, e com base no campo de força GROMOS, foi escrito na linguagem de programação C/C++ e algumas partes em Assembly. A rápida evolução dos microprocessadores fez com que o hardware do computador rapidamente se tornasse obsoleto. Como consequência, descobriu-se ser desvantajoso continuar mantendo o desenvolvimento do hardware. Mesmo assim, o desenvolvimento de software Gromacs foi continuado por implementação de novos algoritmos inteligentes para melhorar o seu desempenho e flexibilidade em clusters de PC.
Apesar de ter sido baseado para sistemas operacionais Unix/Linux, e ter uma linguagem apropriada para os mesmos, o GROMACS também pode ser executado em outros Sistemas Operacionais – SO, como o Windows®, Mac®, e outros. Hoje há versões apropriadas para estes sistemas, mas ele é facilmente adaptado se a camada para Unix Cygwin for instalada. O programa pode ser executado em paralelo com múltiplas CPUs (unidades de processamento), ou ainda em rede de computadores usando a biblioteca MPI (Message Passing Interface).
A contribuição das novas ideias inteligentes para o cálculo de pares de moléculas não ligadas, a pressão e, finalmente, a utilização do nível de núcleo montador de rotinas otimizado fez com que o GROMACS se tornasse o programa mais rápido disponível para simulações DM – Dinâmica Molecular. Em 2001, a partir da versão 3.0, o programa foi licenciado como GNU GPL freeware e é, portanto, disponibilizado gratuitamente e seu código fonte é aberto para o desenvolvimento livre. O site oficial do Gromacs é: www.gromacs.org. Neste site, além do código fonte, estão disponíveis os executáveis para computadores de arquitetura e documentação diferentes. Também é possível acessar um “e-mail-list” que oferece uma infinidade de sugestões, informações e discussão sobre o programa e a técnica de DM utilizando-o.
Primeiramente o software foi desenvolvido para moléculas bioquímicas como as proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos que possuem interações de ligação bem complicadas, mas o GROMACS é extremamente rápido para o cálculo de interações não ligadas, muitos grupos também são usados para pesquisas de sistemas não biológicos, como os polímeros. GROMACS suporta todos os algoritmos comuns que são esperados para uma simulação de dinâmica molecular moderna, mas há também algumas características que o destacam da concorrência.


3.2.	VANTAGENS
•	GROMACS propõe um desempenho extremamente elevado quando comparado com todos os outros programas. Muitos Algoritmos de otimização tem sido implementados no código. O código contem, por exemplo, o calculo viral a partir de laços mais íntimos sobre interações de pares, e usa-se as próprias rotinas do programa para calcular a raiz do inverso do quadrado. Os laços mais íntimos são gerados automaticamente em C ou em FORTRAN durante a compilação, com otimizações adotadas para sua arquitetura. Loops de montagem dom SSE e 3D também. Contudo, GROMACS é 3/10 mais rápido quando comparado com outros programas de mesmo objetivo.
•	GROMACS é amigável ao usuário, com topologias e parâmetros que podem ser escritos em formato de texto claro. Há muita checagem de consistência e mensagens de erros claras quando algo está errado. Desde que o pré processador em C seja usados, é possível se ter partes condicionadas das topologias e incluir outros arquivos e o GROMACS irá reconhecê-los através da leitura “.gzip”;
•	Não é necessária nenhuma linguagem de script – Todos os programas usam uma interface simples, com opções de linhas de comando pré-definidas para arquivos de entrada e saída. Sempre se pode obter ajuda sobre as opções disponíveis usando o comando “-h”, ou utilizar os manuais fornecidos gratuitamente em formato eletrônico ou papel. Existe também uma interface de utilizador gráfico integrado disponível para todas as vertentes do programa. 
•	À medida que a simulação prossegue, o GROMACS dirá continuadamente quão longe ela já chegou e quanto tempo ela será concluída.
•	Ambos os Arquivos de entrada e as trajetórias são executados independentemente do Hardware e pode, portanto, estar pronto para qualquer versão do GROMACS, mesmo que se ele foi compilado usando um ponto flutuante de precisão diferente.
•	GROMACS pode escrever coordenadas usando compressão LOSSY, que fornece uma maneira muito compacta de dados de trajetória e armazenamento. A precisão pode ser selecionada pelo usuário.
•	GROMACS vem com uma grande variedade de ferramentas flexíveis para a análise de trajetórias – Não é necessário executar nenhum comando em código para executar analises de rotina. A saída é mais fornecida na forma de acabados Xmg/Grace gráficos, com os títulos do eixo, legendas e etc.
•	Um visualizador de trajetória básica que requer apenas bibliotecas padrão X é incluído, e várias ferramentas de visualização externos podem ler os formatos de arquivo GROMACS. 
•	GROMACS podem ser executados em paralelo usando a comunicação MPI padrão.
•	GROMACS contem vários algoritmos que tornam possível estender o tempo dos passos da simulação de forma significativa, e, assim, aumentar ainda mais o desempenho sem sacrificar a precisão ou o detalhe.
•	O pacote de ferramenta GROMACS inclui um construtor de topologia totalmente automatizado para as proteínas mesmo estruturas multimétricas. Blocos de construção estão disponíveis para os 20 resíduos de aminoácidos padrão, bem como alguns mais modificados, açucares e lipídeos e alguns grupos especiais.
•	Está nos planejamentos de curso a ampliação do GROMACS com interfaces tanto para química quântica e Bioinformática / Banco de Dados. 
•	GROMACS é um software livre, disponível sob a Licença Pública Geral (GNU).

3.3.	AS FERRAMENTAS DENTRO DO PACOTE GROMACS
O GROMACS, como citado acima, é um pacote de ferramentas, ou seja, dentro dele há inúmeras ferramentas particulares com diferentes propósitos e objetivos. Ele foi desenvolvido como um conjunto de programas separados que executam funções diferentes. De acordo com a função, esses programas podem ser classificados como segue:
• Programas para a geração da topologia e as coordenadas: pdb2gmx, genbox, Genion, genconf, make_ndx, grompp, tpbconv, x2top;
• Programa para a simulação: mdrun;
• Programas para a manipulação de coordenadas e trajetórias: editconf, trjconv, g_confrms;
• Programas para a análise de trajetórias: g_energy, g_analyze, g_rmsd, g_rmsf, g_cover, g_gyrate, etc;

3.4.	O CÓDIGO C/C++
C é uma linguagem de programação compilada de propósito geral, estruturada, imperativa, padronizada pela ISO. Ela é estritamente associada ao sistema operacional UNIX, já que foi criada para desenvolver este sistema, que originalmente foi escrito em Assembly. C é uma linguagem de relativo “baixo nível”. Esta caracterização não a desmerece; isto simplesmente significa que C manipula o mesmo tipo de objetos que a maioria dos computadores, tais como caracteres, números, e endereços. Estes podem ser combinados e manipulados com os operadores aritméticos e lógicos usuais implementados pelas maquinas atuais (Dennis Richie, 9-10).
Para SCHILDT, C é uma das linguagens de programação mais populares e existem poucas arquiteturas para as quais não existem compiladores para C, tornando-a completamente flexível e portátil. C tem influenciado muitas outras linguagens de programação, sendo a mais notável C++, que originalmente começou como uma extensão para C.
Durante os finais da década de 1970, a linguagem C começou a substituir a linguagem BASIC como a linguagem de programação de microcomputadores mais usada. Durante a década de 1980, foi adaptada para uso no PC IBM, e a sua popularidade começou a aumentar significativamente. Ao mesmo tempo, Bjarne Stroustrup, juntamente com outros nos laboratórios Bell, começou a trabalhar num projeto onde se adicionavam construções de linguagens de programação orientada por objetos à linguagem C. A linguagem que eles produziram, chamada C++, é nos dias de hoje a linguagem de programação de aplicações mais comum no sistema operativo Windows da companhia Microsoft; C permanece mais popular no mundo Unix.
Em 1983, o instituto norte-americano de padrões (ANSI) formou um comitê, X3J11, para estabelecer uma especificação do padrão da linguagem C. Após um processo longo e árduo, o padrão foi completo em 1989 e ratificado como ANSI X3 159-1989 - "Programming Language C". Esta versão da linguagem é frequentemente referida como ANSI C. Em 1990, o padrão ANSI C, após sofrer umas modificações menores, foi adotado pela Organização Internacional para Padronização (ISO) como ISO/IEC 9899:1990, também conhecido como C89 ou C90. Um dos objetivos do processo de padronização ANSI C foi o de produzir um sobreconjunto do K&R C, incorporando muitas das características não oficiais subsequentemente introduzidas. 
C é uma linguagem imperativa e procedural (programação procedimental, ou seja, especifica passos que um programa deve seguir para alcançar um objetivo desejado ou desejável), para implementação de sistemas. Seus pontos de design foram para ele ser compilado, fornecendo acesso de baixo nível à memória e baixos requerimentos do hardware. Também foi desenvolvido para ser uma linguagem de alto nível, para maior reaproveitamento do código. C foi útil para muitas aplicações que foram codificadas originalmente em Assembly.
Essa propriedade não foi acidental; a linguagem C foi criada com o objetivo principal em mente: facilitar a criação de programas extensos com menos erros, recorrendo ao paradigma da programação procedural, mas sobrecarregando menos o autor do compilador, cujo trabalho complica-se ao ter de realizar as características complexas da linguagem. Para este fim, a linguagem C possui as seguintes características:
· Uma linguagem extremamente simples, com funcionalidades não essenciais, tais como funções matemáticas ou manuseamento de ficheiros (arquivos), fornecida por um conjunto de bibliotecas de rotinas padronizadas;
· A focalização no paradigma de programação procedural;
· Um sistema de tipos simples que evita várias operações que não fazem sentido;
· Uso de uma linguagem de pré-processamento, o pré-processador de C, para tarefas tais como a definição de macros e a inclusão de múltiplos ficheiros de código fonte;
· Ponteiros dão maior flexibilidade à linguagem;
· Acesso de baixo-nível, através de inclusões de código Assembly no meio do programa C;
· Parâmetros que são sempre passados por valor para as funções e nunca por referência (É possível simular a passagem por referência com o uso de ponteiros);
· Definição do alcance lexical de variáveis;
· Estruturas de variáveis, (structs), que permitem que dados relacionados sejam combinados e manipulados como um todo;
Apesar da lista de características úteis que C possui não ser longa, isso não tem sido um impedimento à sua aceitação, pois isso permite que novos compiladores de C sejam escritos rapidamente para novas plataformas, e também permite que o programador permaneça sempre em controle do que o programa está a fazer. Isto é o que por várias vezes permite o código de C correr de uma forma mais eficiente que muitas outras linguagens. Uma consequência da aceitação geral da linguagem C é que frequentemente os compiladores, bibliotecas e até intérpretes de outras linguagens de nível maior sejam eles próprios implementados em C.
C tem como ponto forte, a sua eficiência, e é a linguagem de programação preferida para o desenvolvimento de sistemas e softwares de base, apesar de também ser usada para desenvolver programas de computador. É também muito usada no ensino de ciência da computação, mesmo não tendo sido projetada para estudantes e apresentando algumas dificuldades no seu uso. Outra característica importante de C é sua proximidade do código de máquina, que permite que um projetista seja capaz de fazer algumas previsões de como o software irá se comportar, ao ser executado.
C tem como ponto fraco, a falta de proteção que dá ao programador. Praticamente tudo que se expressa em um programa em C, pode ser executado, como por exemplo, pedir o vigésimo membro de um vetor com apenas dez membros. Os resultados são muitas vezes totalmente inesperados, e os erros, difíceis de encontrar.
A linguagem de programação C++ foi originalmente derivada do C para suportar programação orientada a objetos. À medida que as linguagens C e C++ foram evoluindo independentemente, a divisão entre as duas veio a aumentar. O padrão C99 criou um número de características que entram em conflito. 
Algumas características originalmente desenvolvidas em C++ também apareceram em C. Entre elas encontram-se:
· Protótipos de função (com declaração de tipos de parâmetros) e remoção do "int" implícito;
· Comentários de linha, indicados por //; comentários de linha terminam com um caractere de nova-linha;
· A palavra-chave inline;
· A tipagem mais forte;

3.5.	O BANCO DE DADOS
O GROMACS não utiliza, especificamente, de um banco de dados. As informações que são utilizadas para iniciar novas simulações ou cálculos são feitas a partir de arquivos de entrada com extensão específica e, obviamente, disposição especifica das informações dentro do texto. Deste modo, estes arquivos input parametrizados são lidos pela ferramenta em uso para estabelecer valores nas variáveis e seus cálculos feitos pelo programa. Há diversas maneiras de se adquirir informações para os mais diversos tipos de sistemas utilizados na simulação. Essas coordenadas podem ser obtidas pelos bancos de dados online específicos:
•	Banco de dados de estruturas obtidas a partir de difração de raios X ou experimentos de RMN: Cambridge Structural Database (CSD), Protein Data Bank (PDB), de Ácido Nucleico Banco de Dados (NDB), Scructure Cristal (Open OpenCS) banco de dados.
•	Programas para a construção de estruturas moleculares ou bases de dados de pequenas moléculas: Molden, Corina.
Criado em 1971 pelo Laboratório Nacional de Brookhaven, o PDB, hoje mantido pelo Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB), armazena estruturas de macromoléculas biológicas (BERMAN, H. et AL, 2000), obtidas por técnicas experimentais (NMR e Cristalograﬁa de raios X). Segundo o PROTEIN Data Bank Contents Guide além das coordenadas espaciais de cada átomo da proteína, aí estão disponíveis, para extração, dados como a identiﬁcação dos resíduos de contato, caracterização da área superﬁcial, o número de pontes de hidrogênio e de contatos de van der Waals, a magnitude de mudanças conformacionais associadas com a formação de complexos, etc.. Entretanto, continua sendo difícil de se prever experimentalmente as conseqüências estruturais e funcionais da substituição de aminoácidos especíﬁcos assim como as próprias condições necessárias para a obtenção dos cristais utilizados no processo de obtenção da estrutura tridimensional de uma proteína.
Geralmente este e outros bancos disponibilizam as informações da molécula em uso em diversas extensões, podendo haver a necessidade da mudança da extensão do mesmo para que ele possa ser lido pela ferramenta usada. Basta baixar e copiar o arquivo para a pasta de leitura disponível durante a criação da nova simulação. Há também a possibilidade de se editar ou de fabricar esses parâmetros variáveis químicos. 
A análise do resultado é feito da mesma maneira. Sem banco de dados o GROMACS gera um arquivo de saída – output – que pode ser analisado pelos profissionais e possivelmente usados como arquivos de entrada para outras simulações. 
Internamente o GROMACS contém em seu código um script para converter as coordenadas moleculares a partir de arquivos de entrada de extensão PDB em formatos que utilizará internamente. Uma vez que a pasta de configuração para a simulação de varias moléculas foi criado, a execução da simulação real produz um arquivo de trajetória, descrevendo os movimentos dos átomos ao longo do tempo. Este arquivo pode então ser analisado ou visualizado com um número de ferramentas disponíveis.
Levando em consideração a complexidade dos sistemas usados (proteínas, geralmente) e o foco do trabalho, fez-se necessário o uso de sistemas que o substituíssem. Sistemas simples, pequenos, de fácil entendimento e visualização. Para tal, como descrito acima, é possível reproduzir mecanicamente os arquivos de entrada – input – necessários às simulações testes do novo algoritmo implementado. Portanto, criou-se através de um algoritmo simples, um arquivo onde fora possível projetar um cubo disposto em uma superfície. 
Arquivo input padrão de uma proteína, extensão .pdb:
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Figura 1 – Modelo de Arquivo PDB da Proteína Arginina Deiminase modo texto. (Cód. 1RXX) http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1RXX
Resultado do arquivo lido com o programa VMD: 
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Figura 2 – Modelo de Arquivo PDB da Proteína Arginina Deiminase modo gráfico usando VMD.
Algoritmo para a reprodução de um arquivo PDB modo texto simulando um cubo simétrico.
Cube.txt: 
# include <conio2.h>
# include <iostream>
using namespace std;

main ()
{
     int i; int count=1;
     float x=0; float y=0; float z=0; 
     FILE *arq;
     arq = fopen ("Cube.txt", "w");
     fprintf (arq, "Name Of The System: Docking");
     fprintf (arq, "\n%d\n", 204);
     
     y = 0;
     x = 0;
     int j;
     for (j=0; j<20; j++)
     {
         for (i=0; i<=20; i++)
         {
             fprintf(arq, "   3C \tC \t%d \t%2.3f \t%2.3f \t%2.3f\n", count, x, y, z);
             y = y + 1;
             count++;
         }
         x = x + 1;
     }
     getch();
}
//END
Modelo de arquivo input gerado a partir do código acima para a simulação de um cubo simétrico simulando a função de uma proteína dentro do sistema da dinâmica molecular.
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Figura 3 – Modelo de Arquivo PDB do Cubo teste modo texto.

Algoritmo para a reprodução de um arquivo PDB modo texto simulando uma superfície quadrática.
Surf.txt: 
# include <stdio.h>
# include <strings.h>

typedef struct topol{
        char type[3]; 
        char residue[4]; 
        char atom[3];
        int nr, resnr, cgnr;
        float charge, mass;
        }topol;

main ()
{
     int i, lines;
     printf ("How many lines: ");
     scanf ("%d", &lines);
     topol Surf[lines];
     for (i=0; i<lines; i++)
     {
         Surf[i].nr = i+1;
         strcpy (Surf[i].type, "C");
         Surf[i].resnr = 1;
         strcpy (Surf[i].residue, "Surf");
         strcpy (Surf[i].atom, "C");
         Surf[i].cgnr = i+1;
         if (i%2==0)
         {
                    Surf[i].charge = 0.1;
         }
         else Surf[i].charge = -0.1;
         Surf[i].mass = 12.011;
     }
     FILE *arq;
      arq = fopen ("Surf.txt", "w");
      fprintf (arq, "; This file was generate with Surface.c\n; in Jacobs University. \n\n");
      fprintf (arq, "[moleculetype]\n");
      fprintf (arq, ";  Name \t nrexcl\n");
      fprintf (arq, "Surface \t 3\n");
      fprintf (arq, "\n[Atoms]\n");
      fprintf (arq, ";\tNr \t type \t resnr \t res \t atom \t cgnr \t charge \t mass \n");
      for (i=0; i<lines; i++)
      {
                fprintf(arq, "\t%d \t %s \t %d \t %s \t %s%d \t %d \t %f \t %f \n", Surf[i].nr, Surf[i].type, Surf[i].resnr, Surf[i].residue, Surf[i].atom, i+1, Surf[i].cgnr, Surf[i].charge, Surf[i].mass);
      }
      system ("pause");
}
//END

Modelo de arquivo input gerado a partir do código acima para a simulação de uma superfície quadrática em lugar do sistema (solvente mais caixa) gerado pelo software GROMACS, precisamente pela ferramenta genbox e/ou genion. 
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Figura 4 – Modelo de Arquivo PDB da superfície teste modo texto.
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Figura 5 – Modelo de Arquivo PDB do Cubo + Superfície teste modo gráfico:
Pode-se notar diferenças óbvias de complexidade entre um arquivo e outro. Na Figura 1, o exemplo de pdb possui cerca de 3 Gigabytes de tamanho e contem informações adicionais usadas somente para específicos sistemas (position restrain, por exemplo). No arquivo criado para teste usam-se apenas as informações básicas necessárias ao entendimento do GROMACS e do software de leitura gráfica, o VMD, tendo, portanto, apenas cerca de 10 Kbytes de tamanho. Neste momento já se tem os arquivos iniciais de entrada (Cubo e Superfície) simulando um sistema proteico o qual é destinado a função docking. 




















4.	PROCESSOS
A seguir serão relacionados o uso do pacote de ferramenta GROMACS com a realidade a ser praticada. Futuramente, estes passos passarão a formar a estrutura da engenharia do software aqui retratado. 

4.1.	OS REQUISITOS
O GROMACS, como visto acima, é um pacote de ferramentas de código aberto que compila não só o seu próprio código, mas também as interações nele feitas bem como as interpretações de arquivos de entrada – Input – que podem ser escritos em linguagem C/C++ ou FORTRAN. Para tal, assim como todos os outros softwares faz-se necessário que o sistema operacional usado contenha IDEs de compilação para tornar o código em um executável. No entanto, o GROMACS é utilizado majoritariamente por usuários de Linux, devido ao maior processamento, a linguagem, a cultura, entre outros. As versões mais recentes de Linux (Ubunto, Kubunto, OpenSUSE) já trazem em seu instalador os compiladores G77 e G++ que compilam códigos das linguagens que serão utilizadas. Pode-se, porém, detectar a presença destas IDEs e caso não sejam encontradas providenciar a instalação destes ou de outros pacotes que tenham a mesma função. Para SOs Linux, basta acessar o terminal e entrar os comandos: “sudo apt-get install g++” para carregar o pacote do G++ e o comando “sudo apt-get install g77” para instalar o G77. Pode-se também fazer o mesmo procedimento visualmente em “Synaptic ou Adept Package Manager”.
Vale ressaltar que esses compiladores ou IDEs requeridos para a instalação do pacote de ferramentas GROMACS é utilizado apenas em nível de máquina, pelas próprias ferramentas que serão utilizadas para a simulação, pois o GROMACS possui sua interface de interação com o código e é possível fazê-la através dos arquivos texto de entrada. 

4.2.	A INSTALAÇÃO
Para instalar o Pacote Gromacs em uma máquina de processamento único, seguem os passos abaixo. O mais usual é a simulação em paralelo, pois a simulação molecular requer muito processamento da máquina, e quanto mais processadores operando juntos, mais rápido será seu tempo de processamento para a execução da tarefa, logo, mais eficiência. 
•	Baixar o código fonte do GROMACS, disponível em: FTP.gromacs.org/pub/gromacs. Selecione a versão a ser instalada. É recomendado sempre utilizar uma versão anterior a ultima disponível. Pelo tempo de uso, pode ser que as novas versões apresentem bugs ainda não documentados;
•	Descompacte o arquivo baixado;
•	No terminal no Linux, acesse o diretório onde o arquivo foi descompactado e entre com o código: “./configure --enable -mpi -prefix  /diretorio/de/instalação”;
•	Por ultimo, a compilação, a instalação em si. Entre com o comando: “make”. Depois do processamento, que pode ser bem demorado entre com: “make install”. Pronto, o pacote foi instalado. Para fazer os links do código com os comandos visuais use: “make links”.

4.3.	EXECUTANDO A SIMULAÇÃO
A seguir será descrito um passo a passo de como executar a simulação da dinâmica molecular. Este entendimento é fundamental para que se possa testar futuramente as alterações que serão feitas e também importante para o entendimento do software como usuário, fonte de aprendizado do funcionamento do GROMACS, facilitando as modificações do código. 
1º Passo: Criando as pastas
Vamos primeiramente criar pastas que acomodarão os arquivos necessários de forma organizada. Pode-se criar uma pasta apenas que conterá todos os arquivos resultantes de todos os passos, ou uma pasta para cada passo. Da maneira que ficar melhor organizado, levando em consideração a quantidade de arquivos gerados durante todo o processo. O nome escolhido neste modelo será “simulacao”.
Mkdir nomedapasta
2º Passo: Obtendo o modelo proteico
Agora precisamos obter a estrutura proteica a qual participará da simulação. Para isso vá para o depósito oficial de arquivos de estrutura de proteínas na internet, o RCSC-PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics – Protein Data Bank), mais conhecido simplesmente como PDB (http://www.pdb.org/). Encontre a proteína que será usada para a simulação e faça o download em “Download PDB File”. Salve na pasta criada acima “simulacao”. 
Uma vez em posse deste arquivo, é possível visualizá-lo para ter mais intimidade com ele. Para isso é necessário algum programa de visualização gráfica como o PyMol (http://pymol.sourceforge.net/), DeepView-Swiss PDB Viewer (http://spdbv.vital-it.ch/), VMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/), entre outros. Já para visualização em modo texto, tanto o vi quanto o kwrite (editores de texto nativos do Linux) abrem a extensão .pdb.
3º Passo: Criando arquivos de configuração
Com o arquivo salvo na pasta, agora se deve criar três arquivos essenciais, os quais guardam os valores dos parâmetros desejados para a simulação. Crie primeiro três arquivos de texto vazios. Em seguida edite cada um dos arquivos com as informações necessárias à configuração da simulação (Variável + Valor). Esses dados podem ser obtidos no manual do GROMACS, ou cada usuário pode informar o que achar mais conveniente. Trata-se de informações como no exemplo do quadro 2.
Nomeie cada arquivo de acordo com o conteúdo: “minimizacao.txt”, “restricao.txt” e “dinamica.txt”. Agora, muda-se a extensão dos arquivos de “txt” para “mdp”. Importante: No manual do GROMACS existe cada um desses parâmetros bem detalhados, Para maiores explicações, favor referir-se ao manual <gromacs.ftp://ftp.gromacs.org/pub/manual/manual-3.3.pdf>.
	minimizacao.mdp

	Variável
	Valor (ex)
	Explicação

	cpp
	= /usr/bin/cpp
	(Localização do pré processador C)

	define
	= -DFLEXIBLE
	(Define a flexibilidade do soluto)

	contraints
	= none
	(Tipo de restrição)

	integrator
	= steep
	(Tipo de integrador, aqui o “steepest descent”)

	nsteps
	= 200
	(Número de passos)

	nstlist
	= 10
	(Freq. de atualização de vizinhos, em passos)

	Rlist
	= 1.0
	(Raio de corte para vizinhos de baixo alcance)

	coulombtype
	= pme
	(Eletrostática de Coulomb)

	rcoulomb
	= 1.0
	(Raio de corte Coulomb)

	vdw-type
	= cut-off
	(Tipo de energia Van der Waals, aqui “cut-off”)

	rvdw
	= 1.0
	(Raio de corte para Lennard-Jones)

	nstenergy
	= 500
	(Frequência a escrever as energias no arquivo)

	emtol
	= 1000.0
	(valor para Max. para convergência de energia)

	emstep
	= 0.01
	(passo inicial, em nm)


Quadro 2 – Modelo de Parâmetro de configuração.
Estas informações são cruciais para a simulação. É a partir destas e de outras informações que o software irá calcular as formulas inseridas dentro de cada rotina. Elas exigem conhecimento altamente técnico e especializado de profissionais da área, portanto, este quadro servirá somente de exemplo, enquanto outros arquivos de configuração que seguem o mesmo parâmetro serão omitidos. Estas informações vão variar de acordo com o sistema a ser simulado, com o que se pretende obter de resultado, com a complexidade, etc.. 
4º Passo: Convertendo o arquivo .pdb em topologia .gro 
Agora vamos efetivamente começar a trabalhar com as ferramentas do GROMACS. O programa pdb2gmx (Protein Data Bank to GROMACS), como o nome já diz, transforma arquivos .pdb em arquivos GROMACS com a extensão .gro, as quais são apropriadas para a dinâmica molecular neste pacote específico. 
O programa é bastante interativo: permite ao usuário escolher a carga (número e posição) dos aminoácidos dissociáveis (Asp, Glu, Cys, Lys ou His), bem como suas possíveis associações com grupos heme (His) ou pontes dissulfeto (Cys-Cys). Pontes de hidrogênio são definidas com base em simples critério geométrico, especificado pelo ângulo hidrogênio-doador-aceptormáximo e distância doador-aceptor (-anglee - dist, respectivamente). No caso de cadeias consecutivas em um único arquivo .pdb, pdb2gmx pode, através da opção –merge, juntar tudo em uma única definição de molécula, o que pode ser útil no manuseio de alguns tipos de arquivos com pontes dissulfeto. Na conversão, os átomos são rearranjados de acordo com a arquitetura GROMACS. No entanto, os formatos .gro e .g96 não apresentam suporte a identificadores de cadeias, por isso seria útil a utilização de uma entrada .pdb através do comando –o.
Através do comando, no diretório “simulacao” onde está localizado “oarquivodaproteína.pdb”  (atente-se para as letras maiúsculas), digite:
pdb2gmx -f oarquivodaproteína.pdb -o conf.gro -p topol.top -ignh
Explicando os parâmetros: 
•	“–f” sempre significa entrada de dado; 
•	“-o” indica o arquivo de saída, ou seja, você pode dar o nome que quiser (aqui foi gerado o “proteina01.gro ”); 
•	“-p” é a entrada do arquivo de topologia (neste único caso é a saída, pois o estamos gerando); 
•	“-ignh”: ignorar átomos de hidrogênio do arquivo .pdb.
Simplificando o comando acima: pdb2gmx trata-se do nome executável da ferramenta, -f oarquivodaproteina.pdb indica a entrada do arquivo de input, -o conf.gro é a saída (output) da informação processada em extensão que .gro que outra ferramenta irá conseguir ler posteriormente. –p topol.top é o arquivo de topologia da proteína. Juntamente com os arquivos “conf.gro” e “topol.top” também foi gerado o “posre.itp”, o qual inclui-se na topologia da molécula como restrição às moléculas proteicas (posre = position restraints).
Para todo e qualquer comando destinado ao GROMACS é possível visualizar ajuda na tela do terminal. São explicações sobre o que a ferramenta em questão faz, quais os parâmetros e como eles atuam. Basta digitar na frente do nome do executável da ferramenta a expressão de ajuda do Linux (help) –h. Exemplo: pdb2gmx –h.
5º Passo: Criando a caixa de simulação
Agora precisamos criar um ambiente para abrigar a proteína juntamente com a água (ainda ausente). Para este fim se enquadra o programa editconf. Neste o arquivo de entrada é “conf.gro”: 
editconf -f conf.gro -o box.gro -bt cubic -c -d 1.2
Editconf é um programa essencial para o propósito de dinâmica molecular de proteínas solvatadas (em solvente), e como tal, apresenta várias funções. Primeiramente, editconf converte estruturas genéricas aos formatos .gro, .g96 ou .pdb. No entanto, essa conversão pode dar-se ao mesmo tempo em que se constrói a caixa de solvatação ao redor da proteína, com os seguintes parâmetros: -box, -d, -angles, -bt, especificando respectivamente três vetores como arestas da caixa, centralizando o sistema (raio de corte, em nanômetros), gerando ângulos dos vértices e finalmente determinando a dimensão da caixa triclinic, cubic, dodecahedron ou octahedron. Observe que opções como –bt podem ser conflitantes com funções –Box e –angle, já que a variação angular e de arestas é rígida ou inválida em caixas pré determinadas.  Neste caso, -bt determina o tipo da caixa, podendo ser informado uma das opções pré existentes. O comando –c centraliza o conteúdo da caixa e a –d informa a dimensão das arestas equalizadas. 
6º Passo: Adicionando água à caixa de simulação
Genbox é um aplicativo importante no pacote GROMACS, com ele efetua-se o preenchimento da caixa contendo uma proteína com moléculas de água. Este processo leva em conta os contatos por raios de van der Waals entre soluto e algumas moléculas de solvente, removendo assim as segundas e evitando um conflito espacial. 
genbox -cp box.gro -o water.gro -p topol.top –cs
Onde –cs significa a entrada para arquivos da biblioteca GROMACS que tenham extensão apropriada (.gro, .g96, .pdb, etc.).
7º Passo:Lidando com possíveis cargas
A presença de aminoácidos e terminais proteicos carregados pode gerar um desequilíbrio na topologia geral da proteína durante a simulação, já que o sistema como um todo, por ser microcanônico (Harvey Gould define sistema microcanônico sistema fechado, de composição constante, rígido, de modo que não efetua trocas de calor nem de trabalho com o seu redor, sendo a sua energia interna constante), necessita ter uma carga resultante igual a zero, ou seja, neutra. Esta ferramenta adiciona cargas contrárias àquelas geradas durante a conversão do arquivo pdb (pelo programa pdb2gmx), substituindo uma parte do conjunto (proteína, solvente, aleatoriamente etc.) à escolha do usuário. 
O Grompp é o pré-processador GROMACS (GROmacs Pré Processador). Como o nome diz, ele pré processa um arquivo que irá para a simulação de dinâmica molecular pelo programa mdrun, ou seja, qualquer simulação de dinâmica molecular no GROMACS precisa antes ser parametrizada por este programa. Grompp lê um arquivo de topologia, faz substituições necessárias no que se diz respeito a tipos e configurações moleculares: ângulos e distâncias de ligação podem ser convertidos em restrições (comando -r) por adição de hidrogênios ou átomos pesados. É feita a leitura dos parâmetros a serem utilizados na futura simulação, com correções para uma aceleração resultante se igualar a zero, criando um arquivo binário o qual será a base para o mdrun trabalhar. No comando –debug, o programa retorna mais detalhes do que foi feito no processo em um arquivo gerado na pasta da simulação, por exemplo grompp.debug. Esta função será muito utilizada, pois será necessário saber o que acontece linha a linha alterada. O grompp também oferece suporte à paralelização do sistema em múltiplos processadores. O comando –shuffle é fundamental para a tarefa de distribuição automática igualitária de processamento entre os vários nós do cluster; essa parte da simulação pode ser utilizada conjuntamente com –sort, o qual otimiza o processo distribuindo moléculas de acordo com coordenadas do sistema. No caso de erros ou apenas avisos o programa gera uma pequena saída na tela, alertando o usuário a possíveis correções pré-dinâmica molecular. Este aplicativo oferece suporte ao reinício de uma simulação interrompida por motivos externos ao software.
grompp –f minimizacao.mdp –c water.gro –p topol.top –o minimizacao.tpr 
Onde minimização.mdp é o arquivo de configuração de energy minimization procedure (procedimento de minimização de energia) informado no terceiro passo. Neste momento deve-se checar avisos impressos na tela. Se houver avisos sobre a energia do sistema indica que se deve adicionar ou retirar íons para neutralizar a carga total em ordem de satisfazer a condição global. Isto é feito a partir da ferramenta genion. O comando para o equilíbrio do sistema:
genion -s em.tpr -o ions.gro -p topol.top -np NUMERO DE IONS POSITIVOS
ou
genion -s em.tpr -o ions.gro -p topol.top -nn NUMERO DE IONS NEGATIVOS
8º Passo: Minimização de energia
Este passo é necessário, pois rearranja o sistema para promover a remoção de contatos de van der Waals aberrantes originários pelas recém introduzidas moléculas de água e pela rede de ligações de hidrogênio rompidas. Essas variações espaciais podem gerar energias extremas, as quais funcionam como estopins e são liberadas logo no inicio da etapa da dinâmica molecular, com alta probabilidade de comprometimento da integridade da estrutura inicial proteica pela ocasional introdução de distorções indesejáveis. 
grompp -f pr.mdp -c emout.gro -p topol.top -o pr.tpr 
O pré-processador grompp é necessário para concatenar todos os parâmetros necessários para a simulação em si através da geração de um único arquivo, neste caso o “pr.tpr”. É este arquivo que serve de entrada para o programa principal do pacote GROMACS, o mdrun (responsável pela dinâmica molecular – passo 7).
9º Passo: Dinâmica Molecular
O mdrun (Molecular Dynamics Run) é o programa principal do pacote GROMACS. É o motor das simulações de dinâmica molecular, além de ser capacitado a rodar simulações de dinâmica browniana e langevinianas bem como de gradientes conjugados, minimização de energia pelo método da descida oblíqua (mais conhecido como Steepest Descent Energy Minimization). É importante que a estrutura a entrar em simulação já esteja com sua energia previamente minimizada, para evitar problemas como “explosões” na caixa de hidratação por possíveis contatos próximos demais entre átomos (7º Passo). Todo o processo desde os arquivos .pdb à conversão ao formato gromos, à confecção da caixa de solvatação, ao preenchimento da mesma etc. Foi um caminho de preparação ao mdrun. Este programa lê o arquivo de entrada e distribui a topologia de maneira apropriada ao tipo de simulação, se disponíveis, em processadores paralelos. Primeiramente uma lista de vizinhanças é feita, então as forças começam a serem computadas (com base na temperatura e pressão informadas nos arquivos de configuração), globalmente somadas, as velocidades e posições são atualizadas. Se necessário, uma “agitação” é feita para se restringir os comprimentos e ângulos das ligações. 
São gerados três arquivos ao fim do processo: a trajetória, o qual contém as coordenadas de todos os átomos ao longo do tempo (portanto as velocidades); a estrutura guarda as coordenadas e velocidades do último passo; a energia, salva valores de energia, pressão entre outros. Um arquivo de log também é gerado, o qual pode vir a ser útil para fins de arquivamento do processo. Uma nova realização é possível (pelo comando –rerun) caso haja necessidade. Energias e forças serão recalculadas, busca pela vizinhança será feita em cada passo a menos que –nstlist seja igualado a zero no arquivo de parametrização .mdp. Neste arquivo, podemos também personalizar funções de potenciais para mdrun utilizar. Existem outros potenciais prontos no pacote, tais como os do tipo Lennard Jones com normais Coulomb. As velocidades são escaladas e a busca e cálculos de forças vizinhas a todos os átomos são feitos a cada passo. 
mdrun -v
tail -f out
Tudo pronto, agora é só relaxar e esperar o tempo de simulação, que varia dramaticamente de acordo com cada equipamento, geralmente algumas horas, mas pode chegar a meses.
4.4.	ANÁLISE DOS RESULTADOS
Tão importante quanto saber simular trajetórias de proteínas em água por dinâmica molecular é saber como interpretar e apresentar os dados obtidos
I) RMSD (Root Mean Square Deviation): Uma das medidas mais comuns para se avaliar a condição da proteína ao longo da trajetória é a quantificação da deformação da estrutura em comparação à referência do ponto inicial. Essa avaliação é feita através do RMSD (Root Mean Square Deviation), e pode ser calculada basicamente de duas maneiras:
-	Por ajuste de estruturas (fit). Para cada passo, a proteína é ajusta da espacialmente ao modelo inicial. Para este cálculo, utiliza-se no GROMACS o programa g_rms.
-	Sem ajuste de estruturas. Com a quantificação do RMSD desta maneira, seu valor tende a ser mais elevado em relação ao método anterior. Neste caso o cálculo é feito por utilização de uma matriz de distância. Essa medida é feita através do programa g_rmsdist. 
Em nossa análise, utilizaremos o primeiro método (no entanto é uma boa ideia ouso de ambos os métodos, com posterior comparação, apenas em nível de aprendizagem). Procedamos com o comando (dentro da pasta“dinamica”):
g_ms -s dinamica.tpr -f traj.xtc -o msd.xvg
O arquivo resultante “rmsd.xvg” deverá ser movido para a pasta “dados” para fins de organização. Este arquivo contém tabelas numéricas com instruções para a confecção de um gráfico. A maneira mais usual para isso é a utilização do programa XMGRACE. Caso não possua este aplicativo, instale-o através do gerenciador de instalação de sua distribuição Linux. Segue abaixo o comando para a leitura da matriz (utilize-o dentro da pasta “dados”):
xmgrace rmsd.xvg
Dentro do programa, já visualizando o gráfico, acesse as opções e modifique o título, escalas ou qualquer elemento que o agrade. Após este processo, salve o arquivo e o imprima, preferencialmente em .png (formato de imagem). 
II) Raio de Giração: Outra medida importante na avaliação do comportamento da estrutura ao longo do tempo é o raio de giração. Esta análise é responsável pela verificação da compactação da proteína, a qual aumentará conforme diminui este índice. O raio de giração é obtido através do programa g_gyrate. Para obtermos o gráfico, volte à pasta “dinamica” e digite:
g_gyrate -s dinamica.tpr -f traj.xtc -o raio_giracao.xvg
Uma vez criado o arquivo “raio_giracao.xvg”, mova-o para a pasta de dados e proceda como para o RMSD. Abaixo um exemplo de um raio de giração estável.
(III) Animação: Uma das opções mais divertidas da parte de análise é a de transformar a trajetória em arquivo animado, nos permitindo contemplar a movimentação da proteína de maneira mais intuitiva e visual possível: observando. Vamos converter os dados de “traj.xtc” para um arquivo de saída com extensão “.pdb”. Essa rotina é realizada pelo programa conversor de formatos trjconv através da sintaxe abaixo (digitar dentro do diretório “dinamica”):
trjconv -s dinamica.tpr -f traj.xtc -o filme.pdb
Para ver o resultado, utilize qualquer visualizador de proteínas com suporte a frames múltiplos tais como PyMol  ou VMD.
As análises são feitas, geralmente, por profissionais de bioinformática que possuem um maior conhecimento e entendimento a respeito do comportamento das moléculas, bem como expectativas de resultados. 
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Figura 6 – Exemplo do resultado da Simulação DM. Proteína Arginina Deiminase.

4.5.	APLICABILIDADE
Após compreender como cada ferramenta do pacote GROMACS funciona e saber usá-lo como usuário, é possível identificar os pontos de modificação do sistema e comparar simulações padrões com as testes que serão realizadas. 
Todos os procedimentos descritos acima compõem a maneira mais básica de se gerar uma simulação de dinâmica molecular, porém, como serão utilizadas moléculas falsas (cubo) e uma caixa solvatada também fabricada (superfície em vácuo), pode-se ignorar os passos 5 e 6. 
Todos os algoritmos de calculo de forças, cargas, velocidade, pressão, etc., estão inseridos das duas ferramentas principais o grompp e o mdrun, portanto este será o foco da implementação. Seguir linha a linha da simulação através do comando –debug e identificar como que esses programas trabalham dentro do código. Tomando-se outro parâmetro como base, é possível seguir a linha de processamento e aplicar a nova função de acordo com as já existentes.




5.	FUNCIONAMENTO DO SW (Códigos, funções, operações, Bibliotecas)
5.1.	CÓDIGO FONTE
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Figura 7 – Diagrama de disposição do código GROMACS
O Pacote de instalação do GROMACS diferentemente de softwares comuns não é instalado através de um executável, mas sim compilado. Portanto, quando faz-se o download do mesmo, este vem com todo o código fonte para a compilação. Já foi dito que trata-se de um open source, e como se faz a instalação do sw. 
A disposição do código se dá como na figura 7, onde dividiu-se em três pontos mais importantes: Adm, Src e Include. 
O Adm comporta arquivos administrativos competentes à administração e regulamentação do software. Também scripts de atualização, textos informativos e de configuração.
A pasta Include consiste em armazenar todas as definições de variáveis usadas no sw. É onde estão todas as bibliotecas usadas nas funções, definições de estruturas, objetos e algumas declarações de funções. 
O Src detém o “coração” do software. É onde estão as rotinas e sub-rotinas de cada ferramenta do pacote GROMACS e onde se faz a compilação após cada mudança aplicada. Dentro da pasta contem 3 grandes divisões: o Kernel, responsável por programas que atuam diretamente no kernel do Linux, são eles os executáveis de cada ferramenta; o gmxlib, responsável pelas rotinas de baixo nível, como o caso do grompp; e, por fim, o mdlib onde estão as rotinas de alto nível como o mdrun. Todos os 3 componentes serão alterados invariavelmente.
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Figura 8 – Pastas do software GROMACS versão 4.5.5
Primeira visão após a descompactação do arquivo baixado para instalação do software. Contém, entretanto, todas as pastas citadas acima: Adm (Admin, config, scripts, man e share), include e src.
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Figura 9 – Pasta src do software GROMACS versão 4.5.5 (gromacs >> src)
Neste momento dentro da pasta src pode-se observar as 3 pastas que detém praticamente todo o código do programa: Kernel, gmxlib e mdlib.
[image: ]
Figura 10 – Pasta Kernel do software GROMACS versão 4.5.5 (gromacs >> src >> kernel)
Dentro da pasta kernel (gromacs >> src >> kernel). Os arquivos circulados são um dos exemplos de arquivos a ser modificados que serão mostrados mais adiante. 
5.2.	A PROPOSTA
A dinâmica molecular baseada no método Docking baseia-se no artigo “Docking of Flexible Ligands to Flexible Receptors in Solution by Molecular Dynamics Simulation”, Docking de ligantes flexíveis para receptores flexíveis em solução por simulação de dinâmica molecular, escrito em 1999 anos em “PROTEINS: Structure, Function, and Genetics” por Massimiliano Mangoni, Alfredo Di Nola e Danilo Roccatano. Quando foi feita a modificação que resultou no artigo citado, o GROMACS ainda estava em fase de desenvolvimento com uma versão escrita em FROTRAN e sem metade dos recursos disponíveis hoje. De lá pra cá muita coisa mudou, como a tecnologia de hardware que ficou mais potente e mais eficaz, a linguagem utilizada, muitas otimizações foram aplicadas e outras tantas excluídas, etc. O Artigo foca também no comportamento e resultados da utilização de docking em um ambiente real, enquanto este trabalho se concentra na parte técnica por trás da simulação. 
Entre outros, os principais problemas são os seguintes: 
1. O tipo de função de destino utilizada para pesar as conformações;
2. O algoritmo utilizado para uma exploração eficiente do espaço conformacional e para a determinação do valor mínimo da função de destino;
3. A inclusão de flexibilidade de ambos, ligantes e receptores para o cálculo;
4. A inclusão de moléculas de solvente explícitas.
Portanto, se propõe a utilização de docking entre proteína e ligantes rígidos, proteína rígida e ligante flexível, ambos proteína e ligante flexíveis e moléculas de solventes explícitas. 
Os algoritmos de encaixe (docking) até agora propostos podem ser distinguidos pela complexidade da função alvo e pela medida em que a flexibilidade molecular é levada em conta. As funções alvo variam desde superfície complementar, à área de enterramento da superfície, de totalizar a energia mecânica molecular, para cálculos de energia livre. 
O método MDD (Dinâmica Molecular de Docking) consiste em uma separação do movimento do centro de massa do ligante a partir do seu interior e movimentos rotacionais e da separação do acoplamento para diferentes banhos térmico para os dois tipos de movimento, do ligante e para o movimento do receptor. As constantes de temperaturas e o tempo de acoplamento para os banhos podem ser arbitrariamente variados.
Assim, é possível aumentar a energia cinética do centro de massa do ligante, sem aumentar a temperatura dos movimentos internos dos mesmos, o que permite um controle completo da taxa de pesquisa. Além disso, dado os valores adequados de temperatura e constantes de acoplamento, é possível usar o ligante e/ou o receptor flexível ou rígido.
5.2.1.	O CALCULO
A fórmula do método MDD que será usada no algoritmo foi desenvolvida por Di nola et al. e pode ser definida da seguinte maneira:

Onde,

E,

E,

Assim,
 

Vc,i = Velocidade do átomo com respectiva velocidade do centro de massa;
Vcm = Velocidade do centro de massa;
M = Massa;
Tcm = Temperatura do centro de massa;
Kecm = Energia cinética do centro de Massa;

5.3.	MODIFICANDO
5.3.1.	O PRIMEIRO PASSO
Seguindo o guia de programação ao usuário GROMACS, disponível em: http://www.gromacs.org/Developer_Zone/Programming_Guide, deve-se primeiramente:
· Aumentar a variável fixa: “Estatic Const int tpx_version = x+1” constante no arquivo tpxio.c (src >> gmxlib);
· Adicionar as novas variáveis em inputrec.h (include >> types)

Typedef struct {
	Real			*ngcm			//Docking nº de grupos;
	Real			*cm_t			//Docking Temperatura;
	Real			*cmtau_t		//Docking Tempo;
}t_grpopts;

Typedef struct {
Gmx_bool		*Docking		//Docking booleana;
Int			*etd			//Docking = bool;
}t_inputrec;

· Adicionar ao código de readir.c (src >> kernel) as variáveis declaradas acima:

Void get_ir() {
// Docking stuffs
CTYPE 	("DOCKING");
EETYPE 	("docking",		ir->etd,	etdock_names);
STYPE 	("cm_grp",		cm_grp,	NULL);
STYPE 	("cm_t",		cm_t,		NULL);
STYPE 	("cmtau_t",		cmtau_t,	NULL);
}
Deste modo iniciou-se a modificação do código para a inserção de um algoritmo de otimização para o calculo de Docking. As primeiras inclusões descritas acima foram feitas seguindo um padrão já existente de cálculo para Coupling, onde são informadas exatamente as mesmas variáveis que em docking:
Cm_grp e ngcm são os grupos de moléculas;
Docking é a variável booleana (gmx_bool) para identificar a presença ou ausência de informação para o cálculo;
Cm_t é a temperatura por grupo;
Cmtau_t corresponde ao tempo;
A cada modificação é necessário compilar (reinstalar) o sw para que ele atue com as novas configurações. Para tal, entra-se na pasta do src do programa e dá-se o comando make. É possível agilizar o processo compilando somente o que foi realmente alterado, por exemplo, make grompp. Deste modo o Linux não irá verificar arquivo por arquivo para testar se ele foi ou não alterado.
A partir daí, fez-se necessário vasculhar os mais de 400 arquivos por onde estão distribuídos os códigos a procura das variáveis que dizem respeito à função coupling e ir adicionando as mesmas características para docking. Para fazer isto, basta utilizar o comando grep nome a ser procurado no terminal do Linux que o mesmo irá fazer uma varredura contendo os nomes procurados, independentemente se a palavra está dentro do arquivo ou se é o nome do mesmo. 
Para cada alteração foi necessário compilar o programa novamente e testá-lo usando os arquivos de teste Cubo e Superfície. Deste modo, era possível gerar novos arquivos de saída, resultados e consequentemente novos arquivos de debug para poder identificar a alteração e se fora ou não bem sucedida.
5.3.2.	INCLUDE
Seguindo esta rotina e com a supervisão de um profissional com mais de 15 anos de experiência neste programa, o Professor Doutor Danilo Roccatano, segue mais alterações:
names.h
#define ETDOCKTYPE(e)  ENUM_NAME(e,etdNR,etdock_names);

tpxio.h
typedef struct {
int 	ngcm;		/* The number of temperature docking groups	*/ 
} t_tpxheader;

enums.h
enum {
  etdNO, etdYES, etdNR
}; /* Docking enums */

state.h
typedef struct {
int 		ngcm;  //The number of temperature docking groups
} t_state;

topology.h
enum {
egcTC, egcENER, egcACC, egcFREEZE, egcUser1, egcUser2,  egcVCM, egcXTC, egcORFIT, egcQMMM, egcDOCK, egcNR 
};

group.h
typedef struct {
  real    Th;		/* Temperature at half step        */
  real    T;		/* Temperature at full step        */
  real    CM_Th;	// Temperature at half step Center Of Mass - Docking
  real    CM_T;	// Temperature at full step Center Of Mass - Docking
  tensor  ekinh;	/* Kinetic energy at half step     */
  tensor  cm_ekinh;	/*Docking*/
  tensor  ekinh_old;		/* Kinetic energy at old half step */
  tensor  cm_ekinh_old; 	/*Docking*/
  tensor  ekinf; 		/* Kinetic energy at full step     */
  tensor  cm_ekinf; 	/*Docking*/
  real    lambda;       		/* Berendsen coupling lambda       */
  real 	  CM_lambda;	/* Docking Lambda */
  double  ekinscalef_nhc;	/* Scaling factor for NHC- full step */
  double  cm_ekinscalef_nhc; 		/*Docking*/
  double  ekinscaleh_nhc;	/* Scaling factor for NHC- half step */
  double  cm_ekinscaleh_nhc; 		/*Docking*/
  double  vscale_nhc;   	/* Scaling factor for NHC- velocity */
  double  cm_vscale_nhc; 		/*Docking*/
} t_grp_tcstat;
typedef struct {
  int          ngcm;           	/* The number of CM docking groups      */
  t_grp_tcstat *tcstat;         	/* T-coupling/docking data 		*/
  } gmx_ekindata_t;
As descrições acima fazem parte das definições do sistema. Todas as novas variáveis e estruturas novas foram adicionadas conforme representação, em arquivos .h que servirão de biblioteca para os arquivos seguintes. Segue abaixo as inclusões de código no quesito pertinente às funções. 
5.3.3.	SRC / gmxlib
tpxio.c
static void do_inputrec(t_fileio *fio, t_inputrec *ir,gmx_bool bRead, int file_version,                                   real *fudgeQQ) {
snew(ir->opts.cm_t, ir->opts.ngcm); /* Docking Temp per group */
     	snew(ir->opts.cmtau_t, ir->opts.ngcm);/* Docking Time per group */
...
// DOCKING printing in topol.tpr
      	if (ir->opts.ngcm > 0) {
      		if (bRead && file_version<13) {
			snew(tmp,ir->opts.ngcm);
			bDum=gmx_fio_ndo_int(fio,tmp, ir->opts.ngcm);
			for(i=0; i<ir->opts.ngcm; i++)
	  			ir->opts.nrdf[i] = tmp[i];
			sfree(tmp);
      			} else {
			bDum=gmx_fio_ndo_real(fio,ir->opts.nrdf,ir->opts.ngcm);
      			}
     			bDum=gmx_fio_ndo_real(fio,ir->opts.cm_t,ir->opts.ngcm); 
      			bDum=gmx_fio_ndo_real(fio,ir->opts.cmtau_t,ir->opts.ngcm); 
     			if (file_version<33 && ir->eI==eiBD) {
				for(i=0; i<ir->opts.ngcm; i++)
	  			ir->opts.cmtau_t[i] = bd_temp;
     			 }
Insere-se a estrutura grpopts. Função responsável por gerar o arquivo texto de saída .tpr.

txtdump.c
static void pr_grp_opts(FILE *out,int indent,const char *title,t_grpopts *opts,
				gmx_bool bMDPformat) {
//Docking stuffs
   	pr_indent(out,indent);
  	fprintf(out,"cm_t%s",bMDPformat ? " = " : ":");
  	for(i=0; (i<opts->ngcm); i++)
    		fprintf(out,"  %10g",opts->cm_t[i]);
 	fprintf(out,"\n");

pr_indent(out,indent);
  	fprintf(out,"cmtau_t%s",bMDPformat ? " = " : ":");
  	for(i=0; (i<opts->ngcm); i++)
    		fprintf(out,"  %10g",opts->cmtau_t[i]);
  	fprintf(out,"\n"); 
}
Função para escrever no arquivo de saída .log.

5.3.4.	SRC / mdlib
tgroup.c
void init_ekindata(FILE *log,gmx_mtop_t *mtop,t_grpopts *opts,
                   gmx_ekindata_t *ekind) {
int i;
#ifdef DEBUG
  	fprintf(log,"ngtc: %d, ngacc: %d, ngener: %d, ngcm: %d\n",opts->ngtc,opts->ngacc, opts->ngener, opts->ngcm);
#endif
fprintf(debug,"ngtc: %d, ngacc: %d, ngener: %d, ngcm: %d\n",opts->ngtc,opts->ngacc, opts->ngener, opts->ngcm);
  	ekind->bNEMD = (opts->ngacc > 1 || norm(opts->acc[0]) > 0);
ekind->ngtc = opts->ngtc;
 	ekind->ngcm = opts->ngcm;  //docking
  	snew(ekind->tcstat,opts->ngtc);
  	init_grptcstat(opts->ngtc,ekind->tcstat);
for(i=0; i<opts->ngtc; i++) {
      		ekind->tcstat[i].lambda = 1.0;
     		ekind->tcstat[i].vscale_nhc = 1.0;
      		ekind->tcstat[i].ekinscaleh_nhc = 1.0;
     		 ekind->tcstat[i].ekinscalef_nhc = 1.0;
  	}
for(i=0; i<opts->ngcm; i++) {
      		ekind->tcstat[i].CM_lambda = 1.0;
      		ekind->tcstat[i].cm_vscale_nhc = 1.0;
      		ekind->tcstat[i].cm_ekinscaleh_nhc = 1.0;
      		ekind->tcstat[i].cm_ekinscalef_nhc = 1.0;
  	}
  
  	fprintf(debug,"CM_lambda = %12f, cm_vscale_nhc = %12f, cm_ekinscaleh_nhc = %12f, cm_ekinscalef_nhc = %12f\n",ekind->tcstat[0].CM_lambda,
}
void update_ekindata(int start, int homenr, gmx_ekindata_t *ekind, t_grpopts *opts, rvec v[], t_mdatoms *md, real lambda) {
  	int  d,g,n;
  	real mv;
/* calculate mean velocities at whole timestep */ 
for(g=0; (g<opts->ngtc); g++) { 		// ngtc = T-coupling groups
   		ekind->tcstat[g].T = 0;	  	// ekind->tcstat[g].T = full T-coupling
  	}
for(g=0; (g<opts->ngcm); g++) { 		// ngcm = Docking groups
    		ekind->tcstat[g].CM_T = 0;	 	//ekind->tcstat[g].CM_T = full Dock
}
real sum_ekin(t_grpopts *opts, gmx_ekindata_t *ekind, real *dekindlambda, gmx_bool bEkinAveVel, gmx_bool bSaveEkinOld, gmx_bool bScaleEkin) {
    	int          i,j,m,ngtc,ngcm;
   	real         T,ek,cm_T;
    	t_grp_tcstat *tcstat;
    	real         nrdf, cm_nrdf, nd, cm_nd, *ndf;
   	ngtc = opts->ngtc;
    	ngcm = opts->ngcm;  //docking
    	ndf  = opts->nrdf;
    	T = 0; cm_T = 0; nrdf = 0; cm_nrdf = 0;
    
     // FOR DOCKING
     for(i=0; (i<ngcm); i++) {
cm_nd = ndf[i];
        		tcstat = &ekind->tcstat[i];
       		if (cm_nd > 0) {
            		if (bEkinAveVel) {
               	 		if (!bScaleEkin) {
                    				msmul(tcstat->cm_ekinf,tcstat->cm_ekinscalef_nhc, tcstat->cm_ekinf);
                			}
            		} 
            	Else {
                		for(j=0; (j<DIM); j++) {
                    			for(m=0; (m<DIM); m++) {
                        			tcstat->cm_ekinf[j][m] = 0.5* (tcstat->cm_ekinh[j][m]*tcstat->cm_ekinscaleh_nhc + tcstat->cm_ekinh_old[j][m]);
                    }
                }
            }
            m_add(tcstat->cm_ekinf,ekind->ekin,ekind->ekin);
            tcstat->CM_Th = calc_temp(trace(tcstat->cm_ekinh),cm_nd);
            tcstat->CM_T  = calc_temp(trace(tcstat->cm_ekinf),cm_nd);
            if (bEkinAveVel) {
               	tcstat->cm_ekinscalef_nhc = 1.0;
          	  } 
            else {
                	tcstat->cm_ekinscaleh_nhc = 1.0;
           }
      }
      else {
            	tcstat->CM_T  = 0;
            	tcstat->CM_Th = 0;
      }
      cm_T    += cm_nd*tcstat->CM_T;
      cm_nrdf += cm_nd;
}
if (cm_nrdf > 0) {
        	cm_T/=cm_nrdf;
 }
fprintf(debug, "\nCM_Th = %12f, CM_T = %12f, dekindlambda %12f \n", tcstat->CM_Th, tcstat->CM_T, *dekindlambda);
return cm_T;
}
Identifica o grupo especificado no arquivo de entrada para Docking. Sendo assim, passa informações para identificação de quantos grupos são, quais são, quais as características e em qual lugar dos arquivos de entrada contém as moléculas e posições do mesmo. 
update.c
void update_dock	(FILE *fplog, t_inputrec *ir, t_mdatoms *md, t_state *state,rvec *f, gmx_groups_t *groups) {
 	 int    i,m,start,end;
 	 gmx_large_int_t step;
 double mass,tmass,vcm[4];
rvec   *savex;
snew(savex,state->natoms);
start = md->start;
  	end   = md->homenr + start;
           gmx_bool bDock = (ir->etd != etdNO);
	fprintf(debug, "Teste de compatibilidade update.c: %s", groups->grpname);  
  	if (bDock) {
		for(m=0; (m<4); m++) 		//4 porque eh o numero de threads
        		vcm[m] = 0; 			   	// vcm zerado neste momento
		for(i=start; i<end; i++) 	   	// end = md->homenr + start
	{
	mass = md->massT[i]; 			// md->massT[i] = 12.011 .top
	for(m=0; m<DIM; m++) 		 	// DIM = 3 nao sei pq
	{
          vcm[m] += state->v[i][m]*mass;  // velocidade * massa
	fprintf(debug,"Teste vcm = %8.3f, mass = %8.3f, DIM = %d, v[i][m] = %12.5e\n",vcm[m],mass,DIM,state->v[i][m]);
          }
	vcm[3] += mass; // mostra a massa total em 3.
  } 
} 
Calculo de massa, e de velocidade do centro de massa para docking conforme a formula mostrada anteriormente. 
coupling.c
void berendsen_tcoupl(t_inputrec *ir,gmx_ekindata_t *ekind,real dt)
{
    	t_grpopts *opts;
  	int    i;
    	real   T,reft=0,lll,CMT, CMreft=0, CMlll;
   	gmx_bool bDOCK;
    	opts = &ir->opts;
//DOCKING STUFFS
    	bDOCK = (opts->ngcm);
    	if (bDOCK) {
    		for(i=0; (i<opts->ngcm); i++) {
        			if (bCMif) {
            		CMT = ekind->tcstat[i].CM_T;
       		}
        		Else {
            	CMT = ekind->tcstat[i].CM_Th;
        	}
if ((opts->cmtau_t[i] > 0) && (CMT > 0.0)) {
CMreft = max(0.0,opts->cm_t[i]);
      	CMlll  = sqrt(1.0 + (dt/opts->cmtau_t[i])*(CMreft/CMT-1.0));
      	ekind->tcstat[i].lambda = max(min(CMlll,1.25),0.8);
    }
    else {
       	ekind->tcstat[i].lambda = 1.0;
    }
    if (debug)
   fprintf(debug,"CM_TC: group %d: T: %g, Lambda: %g\n", i,CMT,ekind->tcstat[i].lambda);
    }
Calculo de energia a meio tempo e a tempo completo para docking.
5.3.5.	SRC / kernel
readir.c
static char tcgrps [STRLEN], tau_t[STRLEN], ref_t[STRLEN], cm_grp[STRLEN], cm_t[STRLEN], cmtau_t[STRLEN], acc[STRLEN], accgrps[STRLEN], freeze[STRLEN], frdim[STRLEN], energy[STRLEN], user1[STRLEN], user2[STRLEN], vcm[STRLEN], xtc_grps[STRLEN], couple_moltype[STRLEN], orirefitgrp[STRLEN], egptable[STRLEN], egpexcl[STRLEN], wall_atomtype[STRLEN], wall_density[STRLEN], deform[STRLEN], QMMM[STRLEN];
void do_index(const char* mdparin, const char *ndx, gmx_mtop_t *mtop, gmx_bool bVerbose, t_inputrec *ir,rvec *v, warninp_t wi) {
  	t_blocka *grps; 
gmx_groups_t *groups;
int     natoms;
  	t_symtab *symtab;
  	t_atoms atoms_all;
 	char    warnbuf[STRLEN],**gnames;
 	int nr, ntcg, ntau_t, nref_t, nacc, nofg, nSA, nSA_points, nSA_time, nSA_temp, ncm_t, ncmtau_t, ncm_grp;
  	real    tau_min, cmtau_min;
  	int     nstcmin;
 	 int     nacg, nfreeze, nfrdim, nenergy, nvcm, nuser;
  	char *ptr1[MAXPTR], *ptr2[MAXPTR], *ptr3[MAXPTR], *ptr4[MAXPTR], *ptr5[MAXPTR], *ptr6[MAXPTR];
  	int     i,j,k,restnm,y;
  	real    SAtime;
  	gmx_bool    bExcl, bTable, bSetTCpar, bAnneal, bRest, bSetDock;
 	int Mmethod, nQMbasis, nQMcharge, nQMmult, nbSH, nCASorb, nCASelec, nSAon, nSAoff, nSAsteps, nQMg, nbOPT, nbTS;
  	char    warn_buf[STRLEN];
…
  	ntau_t = str_nelem(tau_t,MAXPTR,ptr1);
  	nref_t = str_nelem(ref_t,MAXPTR,ptr2);
  	ntcg   = str_nelem(tcgrps,MAXPTR,ptr3);
  	ncm_t = str_nelem(cm_t, MAXPTR, ptr4);
  	ncmtau_t = str_nelem(cmtau_t, MAXPTR, ptr5);
  	ncm_grp = str_nelem(cm_grp, MAXPTR, ptr6);
if ((ntau_t != ntcg) || (nref_t != ntcg)) {
    		gmx_fatal(FARGS,"Invalid T coupling input: %d groups, %d ref_t values and " "%d tau_t values",ntcg,nref_t,ntau_t);
  	}
if ((ncmtau_t != ncm_grp) || (ncm_t != ncm_grp)) {
    		gmx_fatal(FARGS,"Invalid T docking input: %d groups, %d cm_t values and " "%d cmtau_t values", ncm_grp,ncm_t, ncmtau_t);
  	}
bSetTCpar = (ir->etc || EI_SD(ir->eI) || ir->eI==eiBD || EI_TPI(ir->eI));
  	bSetDock = (ir->etd);
  	do_numbering(natoms, groups, ntcg, ptr3, grps, gnames, egcTC, restnm,bSetTCpar ? egrptpALL : egrptpALL_GENREST, bVerbose,wi);
	nr = groups->grps[egcTC].nr;
  	ir->opts.ngtc = nr;
snew(ir->opts.nrdf,nr);
  	snew(ir->opts.tau_t,nr);
 	snew(ir->opts.ref_t,nr);
	…
      	//dOCKING GROUPS
  	if (bSetDock) {
		do_numbering(natoms, groups, ncm_grp, ptr6, grps, gnames, egcDOCK, restnm, egrptpALL_GENREST, bVerbose, wi);
	/*for(i=399; (i<natoms); i++) {
 		  fprintf(debug,"grpnr[egcDOCK][i] atoms = %d\n", groups->grpnr[egcDOCK][400]);
	    }*/
	 fprintf(debug,"Teste grupo dock ir->opts.ngcm = %d...\n", ir->opts.ngcm);
	 nr = 0;
	 nr = groups->grps[egcDOCK].nr;
	 ir->opts.ngcm = nr;
	 fprintf (debug,"Number of groups (ngcm): %d\n",ir->opts.ngcm);
	 snew(ir->opts.cm_t,nr);
	 snew(ir->opts.cmtau_t,nr);
  	 for(i=0; (i<ncm_grp); i++) {
	    	ir->opts.cmtau_t[i] = strtod(ptr5[i],NULL);
	    	if (cm_grp != NULL && ir->opts.cm_t != NULL)
	 {
	  ir->opts.cm_t[i] = strtod(ptr4[i],NULL);
	  if (ir->opts.cm_t[i] < 0) {
		gmx_fatal(FARGS,"cm_t for group %d negative",i);
  }
}
	 
	    fprintf(debug,"cmtau_t[i] = %f, PTR5 = %s, cm_t[i] = %f, PTR4 = %s, i = %d, cm_grp = %d,  ir->opts.ngcm =  %d, ncm_grp = %d ...\n", ir->opts.cmtau_t[0], ptr5, ir->opts.cm_t[0], ptr4, i, cm_grp, ir->opts.ngcm, ncm_grp);
	    if ((ir->eI == eiBD || ir->eI == eiSD2) && ir->opts.cmtau_t[i] <= 0) {
			sprintf(warn_buf,"With integrator %s cmtau_t should be larger than 0",ei_names[ir->eI]); 
warning_error(wi,warn_buf);
	    }
}
Faz a indexação do arquivo de entrada com o arquivo índex gerado pelo programa, criando um arquivo binário para a leitura de grupos e seus respectivos átomos.
md.c
double do_md(FILE *fplog, t_commrec *cr, int nfile, const t_filenm fnm[],              const output_env_t oenv, gmx_bool bVerbose,gmx_bool bCompact, int nstglobalcomm, gmx_vsite_t *vsite,gmx_constr_t constr, int stepout,t_inputrec *ir, gmx_mtop_t *top_global, t_fcdata *fcd, t_state *state_global, t_mdatoms *mdatoms, t_nrnb *nrnb,gmx_wallcycle_t wcycle, gmx_edsam_t ed,t_forcerec *fr, int repl_ex_nst,int repl_ex_seed, real cpt_period,real max_hours, const char *deviceOptions, unsigned long Flags, gmx_runtime_t *runtime) {
...
update_dock(fplog,ir,mdatoms,state,f,groups);
}
É o coração do software e toda e qualquer função deve ser chamada a partir deste arquivo (md = mdrun).


















6.	CONCLUSÃO
Pode-se concluir então que o uso de softwares para otimizar tempo e trabalho é de fundamental importância para a simulação molecular. Sem ela não seria possível prever ligações, interações, campos de força, ângulos, entre outras variáveis uteis para viabilizar ou não o uso de um determinado composto/sistema. 
Os cálculos utilizados por estes sistemas são de alta complexidade e uma vez informatizados dão aos bioinformatas as informações necessárias de maneira mais clara e precisa sem a necessidade de saber se resolver equações diferenciais, por exemplo. O uso destas ferramentas possibilitam também uma melhor visualização da molécula estudada/trabalhada e, consequentemente, maior entendimento até mesmo de uma maneira didática como suporte ao ensino de diversas áreas.
Os resultados deste trabalho nos mostram ainda que o uso de docking (o algoritmo de TDM) foi muito bem sucedido para o uso planejado, e obteve-se bom comportamento com os tipos de ligantes e receptores propostos durante o projeto.
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Apêndice I: Programas utilizados auxiliarmente ou paralelamente.
DEV C++: Também conhecido como Dev-Cpp é um ambiente de desenvolvimento integrado livre que utiliza os compiladores do projeto GNU para compilar programas para o sistema operacional Microsoft Windows. Suporta as linguagens de programação C e C++, e possui toda a biblioteca ANSI C, além de algumas bibliotecas similares às da Borland Turbo C, como por exemplo a conio2.h, que pode ser baixada gratuitamente na página da Bloodshed Software. O desenvolvimento do software foi descontinuado. Sua última versão é a 4.9.9.2, data de fevereiro de 2005. Como trata-se de um sw livre, pode ser baixado em qualquer site de download como o baixaki®.
VMD: Visual molecular dynamics é um visualizador de modelagem molecular. Foi primeiramente desenvolvido como uma ferramenta para visualização e análise de resultados de simulação de dinâmicas moleculares, mas foi incluído também ferramentas para trabalhar com informações volumétricas, de sequência e objetos gráficos. Usuários podem executar scripts em Python ou Tcl no VMD poise le possui compiladores internos para estas linguagens.Molecular. VMD possui código livre (open source), porém sua licença não é grátis. O programa foi disponibilizado pela Universidade Jacobs. 
Swiss PDB Viewer: Swiss-PdbViewer (aka DeepView) é uma aplicação que prevê uma interface amigável para analise de várias proteínas ao mesmo tempo. As proteinas podem ser superimpostas de maneira a deduzir alinhamentos estruturais comparativos. Mutações de Amino ácidos, ligações de hidrogênio ângulos e distâncias entre átomos são facilmente obtidos graças ao intuitivo sistema gráfico e ao poderoso menu. O Swiss-PDBViewer tem sido desenvolvido desde 1994 por Nicolas Guex no instituto suíço de bioinformática para o grupo estrutural do biocentro em Basel. O software dispõe também de inúmeras ferramentas de auxilio para mutação de moléculas, preenchimento de falhas em arquivos de topologia ou sequenciamento, entre outros. A distribuição é gratuita e pode ser adquirida a partir do site oficial: http://spdbv.vital-it.ch/.
Linux OpenSuse: O openSUSE é um sistema operacional baseado no Linux, desenvolvido pela comunidade openSUSE de forma gratuita. Após adquirir o SUSE Linux em janeiro de 2004, a Novell, uma empresa norte-americana que na década de 1980 ficou famosa por seu sistema operacional de rede (Netware), após o sucesso lançou o SUSE Linux Professional como um projeto 100% código livre, envolvendo a comunidade no processo de desenvolvimento. A versão inicial foi uma versão de teste do SUSE Linux 10.0. A sua versão estável corrente é o openSUSE 12.2
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[moleculetype]

i Name nrexcl

Surface 3

[Atoms]

H Nr wre resw res  atm  conr  charge mass
1 c 1 surfc  c1 1 12.011000
2 < 1 surfc <2 2 127011000
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1 < 1 surfc  ca 1 127011000
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7 < 1 surfc  c7 7 127011000
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