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Resumen y Abstract IX

Resumen

En esta tesis se abordo el problema de la prediccién de la estructura de las proteinas, lo
cual es un problema fundamental de la biologia debido a que la funcién de una proteina
estd determinada por su estructura terciaria. Por tanto, son de vital importancia los
métodos que ayuden a identificar la estructura terciaria de las proteinas. En este trabajo
se propone un método de inteligencia computacional para la prediccion del plegamiento
de las proteinas, que se compone de dos etapas: en la primera se genera un modelo
tridimensional de la estructura de la proteina utilizando PyRosetta, mediante un
procedimiento de ensamblaje de fragmentos de tamafo 3 y 9; y en la segunda etapa, se
realiza un refinamiento de la estructura obtenida en la primera fase utilizando el algoritmo
multiobjetivo de busqueda dispersa AbYSS. Se efectuaron experimentos con las
proteinas 1CRN, 2KBQ, 1ROP y 2MQL, en las cuales la estructura terciaria fue
determinada experimentalmente, con el objetivo de comparar los resultados obtenidos
mediante la superposicion estructural entre las estructuras obtenidas y las estructuras

reportadas en el Protein Data Bank.

Palabras clave: proteinas, conformaciones, matriz interna, ensamblaje de

fragmentos, optimizacion multiobjetivo, busqueda dispersa.
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partir de su secuencia de aminoacidos

Abstract

Protein structure prediction is a fundamental problem in biology, because the function of a
protein is determined by its tertiary structure. Therefore, the methods to help to identify
the protein tertiary structure are vital. To solve this problem was the main goal of this
thesis. This work presents a computational intelligence method for predicting a protein
tertiary structure, which consists of two stages: in the first one, a three dimensional
structure of a protein is built using PyRosetta by assembling fragments of size 3 and 9;
and in the second stage, a refinement of the structure obtained in the first phase is
performed using the multi-objective scatter search algorithm AbYSS. Several experiments
were carried out with the proteins 1CRN, 2KBQ, 1ROP and 2MQL, whose tertiary
structure was obtained through an experimental process, in order to compare the results
obtained by structural superposition between generated structures and reported

structures in the Protein Data Bank.

Keywords: protein, conformation, internal matrix, fragment assembly,

multiobjective optimization, scatter search.
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Introduccion

Las proteinas son macromoléculas muy versatiles en los sistemas vivos y cumplen
funciones cruciales en practicamente todos los procesos biologicos. Se caracterizan por
tener funciones como catdlisis, transporte, produccion de energia, regulacién, también en
proporcionar soporte mecanico y proteccién inmune, generar movimiento, transmitir los
impulsos nerviosos, controlar el crecimiento y la diferenciaciéon, entre otras. Con el
descubrimiento de la secuencia de aminoacidos se determind que esta era Unica para
cada proteina y que determinaba su estructura terciaria, ya que es el enlace entre la
informacion genética en el ADN y la estructura tridimensional que establece la funcion de
una proteina. A través del analisis de relaciones entre la secuencia de aminoacidos y la
estructura tridimensional se han descubierto reglas que gobiernan el plegamiento de los
polipéptidos [1]. Alteraciones en la secuencia de aminoacidos pueden producir
anormalidades en la funcién de la proteina, y enfermedades como la anemia de células

falciformes vy la fibrosis quistica [1].

El problema del plegamiento de las proteinas es uno de los grandes retos de la biologia
estructural molecular, el cual consiste en conocer como se pliega una proteina desde su
estructura primaria (secuencia) hasta su estructura terciaria. Asi mismo, es un problema
que interesa a diversas areas del conocimiento como la biologia, la fisica, la quimica y
las ciencias de la computacion, entre otras [2]. La importancia de conocer la estructura de
las proteinas radica en que la mayoria de las funciones de las células estan
determinadas por las proteinas, y para ello es necesario conocer la estructura terciaria de

las proteinas debido a que ésta conduce a la funcion de las mismas [3].

La busqueda de las funciones de las proteinas ha proporcionado la investigacion en
mecanismos que puedan resolver la estructura tridimensional a través de experimentos o

simulaciones computacionales.

Los métodos que se utilizan para determinar la estructura de las proteinas son la

cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear (RMN), los cuales a pesar de
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tener el apoyo de diversas organizaciones en el mundo presentan dificultades como:
algunas proteinas no pueden ser facilmente cristalizadas, la cristalografia puede tomar
varios meses o0 afos para determinar la estructura de una proteina, la resonancia
magnética nuclear es un poco mas rapida que la cristalografia pero no puede ser
aplicada en proteinas con mas de 100 residuos, actualmente se conocen cerca de
100.000 estructuras de proteinas, pero solo 2000 han sido determinadas por
cristalografia de rayos X, lo que corresponde a una tasa muy baja anual; y finalmente,
asumiendo que se pudieran resolver las estructuras de todas las proteinas por medio de
estos métodos, tomaria cerca de 500 afos para alcanzar esta meta. También es

importante anotar que son procesos con un alto costo econémico [2].

Por los inconvenientes que presentan los métodos experimentales surgen como
alternativa los métodos computacionales, que son algoritmos desarrollados con el
objetivo de simular el plegamiento de las proteinas para obtener la estructura terciaria de
las mismas. Los referidos métodos computacionales se caracterizan por predecir una
proteina en menor tiempo y reducir el gasto econémico, sin embargo su precision en

proteinas grandes (mas de 150 aminoacidos en la secuencia) no es la deseable.

Predecir la estructura de una proteina a través de los métodos computacionales se
puede llevar a cabo a través del modelamiento por homologias, el reconocimiento del
plegamiento o threading, y el modelado libre (ab initio). El primero parte de la afirmacion
“proteinas con secuencia de aminoacidos similares, posiblemente tendran estructuras
tridimensionales similares”, es decir, que tiene en cuenta la cercania evolutiva de una
proteina con respecto a otras que tienen la estructura resuelta; el segundo se centra en
la observacion de que las proteinas usualmente adoptan pliegues similares sin importar
su similitud de secuencia; y el tercero esta compuesto por los métodos que no usan
informacion existente para predecir la estructura terciaria de una proteina, sino que lo
hacen con base, por ejemplo, en la dinamica molecular del proceso de plegamiento de

una proteina.

El objetivo general de esta investigacion consiste en predecir la estructura terciaria de
una proteina a partir de su secuencia de aminoacidos mediante el uso de un algoritmo

multiobjetivo de busqueda dispersa y ensamblaje de fragmentos.

Para ello, el problema se divide en dos etapas: en la primera se genera un modelo inicial

a través del uso de bibliotecas de fragmentos de tamafio tres y nueve (3-meros y 9-
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meros), mientras que en la segunda se realiza un refinamiento de las estructuras

generadas en la primera etapa.

En la fase inicial es necesario incluir las bibliotecas de fragmentos generadas para la
secuencia de aminoacidos mediante el servidor de prediccion de estructuras de proteinas
Robetta, se especifican los parametros de ejecucion del algoritmo y la representacion
computacional de las proteinas. Posteriormente, los resultados obtenidos en la fase
anterior son utilizados como informacion primaria en la siguiente etapa, en la cual se
define la representacion computacional de las proteinas, se aplica un algoritmo de
busqueda de soluciones mediante el uso de una funciéon de puntuacion encargada de

guiar la exploracion sobre el espacio de soluciones.
A continuacién se presenta la estructura de este documento:

En el capitulo uno se presentan los fundamentos biolégicos y computacionales basicos
que permiten comprender el desarrollo de la investigacion, y también contiene la
definicion del problema. En lo que respecta a los fundamentos bioldgicos se presentan
los conceptos relacionados con los aminoacidos y las estructuras de las proteinas. En lo
referente a los conceptos computacionales, se exponen los fundamentos de algoritmos

de busqueda, optimizacién multiobjetivo y la nocién de un problema NP-completo.

En el capitulo dos se presentan los métodos computacionales que han sido propuestos
para la resolucion de la estructura de las proteinas, como el modelamiento por
homologias, el reconocimiento del plegamiento y el modelado libre o ab initio. Asi mismo,
se describe la metodologia y los componentes de cada uno de los métodos que se

aplicaron.

En el capitulo tres se presenta el modelo propuesto para la prediccidon de la estructura de
las proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos, mediante el uso de un método de
busqueda dispersa y ensamblaje de fragmentos. Igualmente, se describe el proceso
realizado para la generacién del modelo inicial, utilizando el paquete de software
PyRosetta, modelo que es refinado posteriormente. Luego se expone el sistema de
representacion de las proteinas utilizado en la segunda etapa; el algoritmo de busqueda
dispersa (SS) usado como método de exploracion del espacio de conformaciones y la
funcién de puntuaciéon Talaris2013 que se calcula mediante el paquete de software

PyRosetta, que permite evaluar la energia potencial de las proteinas.
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En el capitulo cuatro se muestran los experimentos realizados con el conjunto de
proteinas 1CRN, 2KBQ, 1ROP y 2MQL, las cuales son proteinas con estructura terciaria
determinada a través de métodos experimentales como la RMN vy la cristalografia de
rayos X. Luego se realiza un analisis de los resultados obtenidos en las predicciones
mediante la superposicién estructural RMSD (del inglés root-mean-square deviation)
global y local, y adicionalmente se evalua que los angulos de torsion de las estructuras
generadas se encuentren en regiones permitidas a través de un grafico de
Ramachandran. También se realiza una comparacién del método propuesto con otros

servidores de prediccion de estructuras de proteinas, como son QUARK y I-TASSER.

Finalmente, en el capitulo cinco se presentan las conclusiones y recomendaciones de la

investigacion y se dan algunas sugerencias para trabajo futuro sobre la misma.



1.Fundamentos y definicion del problema

En este capitulo se presentan los conceptos biolégicos y computacionales que enmarcan
el desarrollo de la tesis. Inicialmente se describen los fundamentos bioldgicos que
soportan la prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas y, posteriormente,
se exponen los conceptos computacionales necesarios para comprender los
antecedentes del problema objeto de investigacién, el modelo propuesto y la
implementacién realizada. Finalmente, se explica la definicion del problema objeto de

investigacion.

1.1 Proteinas

1.1.1 Aminoacidos y sus propiedades

Los aminoacidos son moléculas conformadas por atomos de carbono (C), hidrogeno (H),
oxigeno (O) y nitrégeno (N). Se caracterizan por tener un grupo amino (—NH,), un grupo
carboxilo (—COOH) y un grupo variable denominado R, que corresponde a la cadena

lateral; en la Figura 1-1 se observa la estructura general de un aminoacido.

Figura 1-1:  Estructura general de un aminoacido.

H
C—C)
"R
Estructura de un aminoacido compuesta por un grupo amino (izquierda), un grupo carboxilo

(derecha), una cadena lateral o residuo (R) y un atomo de carbono localizado entre el grupo

amino y el grupo carboxilo llamado carbono alfa (Ca). (imagen tomada de [4]).

En la naturaleza se identifican cerca de 300 aminoacidos, pero soélo 20 de ellos pueden

constituir una proteina, por tal razén son conocidos como aminoacidos proteinogénicos.
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partir de su secuencia de aminoacidos

Estos aminoacidos se caracterizan por tener enlazados los grupos funcionales (amino y
carboxilo) y la cadena lateral por medio de un atomo de carbono denominado alfa (Ca).
Para caracterizar un aminoacido se utiliza su punto isoeléctrico, dado que es el valor de
pH al que una molécula tiene carga neta igual a cero, es decir, tiene la misma cantidad
de cargas negativas y positivas; en este punto la sustancia es insoluble. De acuerdo con
las propiedades fisicoquimicas de la cadena lateral, los aminoacidos se clasifican en las

siguientes categorias [4]:

Acidos: son aminoacidos que se pueden cargar negativamente debido a la pérdida de un

protén.

Basicos: son aminoacidos que se pueden cargar positivamente gracias a la ganancia de

un proton.
Aromaticos: son aminoacidos que tienen en su cadena lateral un anillo aromatico.
Azufrados: son aminoacidos que contienen azufre en su cadena lateral.

Hidrofilico o polar sin carga: son aminoacidos en los que su cadena lateral esta
compuesta por un grupo funcional hidrofilico, es decir, que tiene afinidad por el agua. Se

caracterizan por estar involucrados en la formacion de puentes de hidrégeno con el agua.

Hidrofébico inactivo: son aminoacidos que tienen una cadena lateral de hidrocarburos sin

grupos funcionales.

Estructura especial: son aminoacidos que poseen una conformacion diferente a los
demas, como es el caso de la prolina, en la cual el grupo R esta directamente

relacionado con el grupo amino.

Alifaticos: son aminoacidos no polares e hidrofébicos, asi mismo son cadenas de

hidrégeno y carbono.

1.1.2 Péptidos y proteinas

Una proteina se define como una cadena lineal de aminoacidos, asi mismo la uniéon de
varios aminoacidos (mayor a 50) conforma una proteina. Los aminoacidos en una cadena

de polipéptidos estan unidos por enlaces peptidicos, cada aminoacido de esta cadena se
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llama residuo, y la serie enlazada de atomos de carbono, nitrégeno y oxigeno se conoce

como la cadena principal o esqueleto de la proteina (backbone) [5] [4].

Enlaces peptidicos

Las proteinas estan conformadas por uno o mas polipéptidos ordenados de una forma
biologicamente funcional y a menudo se unen con otras proteinas. Los enlaces
peptidicos son originados en una reaccién de condensacion, a través de un enlace
amida formado entre el nitrdgeno del grupo a-amino y el carbono del grupo a-carboxilo
de otro aminoacido, como se observa en la Figura 1-2. El enlace peptidico es una
estructura plana y rigida, mientras que los enlaces entre el a-carbono y un grupo amino o

el grupo carboxilo tienen la posibilidad de girar [4].
Figura 1-2: Enlace peptidico entre dos aminoacidos.

Enlace peptidico

Rl R2 Rl (o) l RZ
| 0 | 0 | | 0
. 7" 4 sun-c -c7 + c-¢Z + o
HaN_(fa_ C\o_ HN- Ia- “o- —_—> HaN_$a_ C_II‘I - la_ “o- 2
H H T H H H T

N-terminal C-terminal

Formacion de un enlace peptidico por reaccion de condensacioén, las cadenas de aminoacidos son

unidas para formar un péptido o proteina. (imagen adaptada de [4]).

1.1.3 Estructura de las proteinas

Las proteinas presentan diferentes niveles de organizacion jerarquizados e
interdependientes y son denominados las estructuras primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria. La importancia de estas estructuras radica en la dependencia que tienen
entre si, ya que la secuencia de aminoacidos (estructura primaria) determina las demas
estructuras, y del mismo modo la secuencia plegada en hélices o laminas (estructura
secundaria) establece la conformacion de dominios estructurales (estructura terciaria)
que se pueden relacionar con otras proteinas formando complejos proteicos (estructura

cuaternaria) [6].
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partir de su secuencia de aminoacidos

Es necesario conocer la estructura de las proteinas, ya que de ellas depende la funcién
que pueda realizar, entre las que se encuentran: la catalisis de reacciones quimicas
(enzimas), el flujo de pequenas moléculas e iones (transporte), la deteccion y reaccion
con el medio ambiente (senalizacion), control de la actividad de la proteina (regulacion),
organizacion del genoma, los lipidos membrana bicapa, y el citoplasma (estructura), y la
generacion de la fuerza para el movimiento (proteinas motoras) [6] . A continuacion se

describen en mas detalle las estructuras de las proteinas.

Estructura primaria

Es la forma mas basica de organizacion de las proteinas. La secuencia de aminoacidos
de la cadena proteica define este tipo de estructura de las proteinas, la cual, se
determina por el numero de aminoacidos presentes y por el orden en que estan
enlazados por medio de enlaces peptidicos. Por convencion, las cadenas laterales de los
aminoacidos se extienden a partir de una cadena principal, que coincide con el sentido
de sintesis natural, en la estructura primaria el orden de escritura es siempre desde el

grupo amino-terminal hasta el carboxilo-terminal [4].

Estructura secundaria

Esta estructura consiste en el plegamiento de la cadena peptidica sobre su propio eje
para formar una hélice o alguna otra estructura tridimensional especifica, que se produce
mediante las interacciones de puentes de hidrégeno entre fragmentos contiguos de la

cadena polipeptidica. A continuacion se describen los componentes de esta estructura.

Puentes de hidrogeno: es una atraccion electrostatica, sin ionizacién en las moléculas.
Son conformados por un atomo de hidrégeno y dos atomos con carga negativa,
normalmente nitrégeno (N) u oxigeno (O). El atomo de hidrégeno es unido con uno de los
atomos de carga negativa mediante un enlace covalente y la carga eléctrica es
distribuida en los tres atomos que forman el puente. Los enlaces de hidrégeno son un
factor importante en la estabilizacion de la estructura de macromoléculas como las

proteinas y los acidos nucleicos [4].

Angulos de torsién: las cadenas polipeptidicas no permanecen rigidas debido a que

existe una rotacion libre alrededor de la mayoria de los enlaces que permiten a la cadena
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cambiar su orientacién. Un enlace peptidico presenta tres tipos de angulos rotables: phi
(@), psi (P), y omega (w). Se denomina angulo ¢ al valor del angulo formado en el enlace
N-Ca; se llama angulo ¢ al constituido en el enlace Ca-C, y el angulo w es aquel que
define la planaridad del enlace peptidico. De los anteriores angulos presentes en el
esqueleto de la proteina, solo ¢ y U poseen libre rotacién. Por tal motivo una proteina
podria adoptar un nimero ilimitado de conformaciones (formas), sin embargo, la mayoria
de cadenas polipeptidicas se pliegan adoptando una conformacion particular. Esto
debido a que los atomos asociados al enlace peptidico se encuentran en el mismo plano
y, por tanto, el enlace peptidico no puede girar libremente (angulo w). El angulo de

rotacion de un enlace se conoce como diedral o de torsién por estar ubicado entre dos

planos [7].
Tabla 1-1: Angulos de torsion presentes en las proteinas.
Enlace Rotacién Angulo de torsién
NH — Ca Libre Q
CaaC=0 Libre Y
C = 0 a NH (enlace peptidico) | Plano rigido )

(tabla tomada de [8])

En la naturaleza se observan tres tipos de orientaciones: helicoidal, laminar y aleatoria.
Las dos primeras son disposiciones geométricas ordenadas que se deben a la repeticion
del mismo valor de ¢ y de { en los enlaces sucesivos. Los valores que pueden tener los
angulos de torsion w son 0° y 180°, mientras que los angulos ¢ y ¢ se extienden entre
—180° y 180°; el signo negativo o positivo del angulo depende de la direccién de la
rotacion, si el giro es menor a 180° en el sentido de las manecillas del reloj, es positivo;
de lo contrario si la rotacién es menor a 180° en sentido antihorario el signo sera negativo

[7]. En la Figura 1-3 se muestran los angulos de torsion de una proteina.
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Figura 1-3:  Angulos de torsion alrededor de un enlace peptidico
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(imagen adaptada de [9]).

Grafico de Ramachandran: muestra las combinaciones de ¢ y y que son permitidas, es
decir, que no todos los valores de @ y ¥ son posibles sin que haya colisiones entre los
atomos; en la Figura 1-4 se observa la grafica de Ramachandran y se presenta el caso
de las colisiones entre atomos [1].

Figura 1-4: Grafico de Ramachandran
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Valores no permitidos

La regidn verde oscura exhibe las regiones mas favorables para los angulos ¢ y s, mientras que
las regiones de valores limite se muestran en verde claro. (imagen adaptada de [1]).
Las principales estructuras secundarias son las hélices alfa, las laminas beta y las
estructuras aleatorias, las primeras dos se observan en la Figura 1-5. A continuacion se

presentan estas estructuras secundarias.
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Hélice Alfa: se caracterizan por tener una forma helicoidal, es decir, su estructura
geométrica esta dada por una espiral, en la cual cada vuelta esta constituida por 3,6
aminoacidos. La hélice se mantiene mediante puentes de hidroégeno entre el hidrégeno
del grupo amino del enlace peptidico de un aminoacido y el grupo carboxilo del enlace
peptidico de otro aminoacido [5]. Una hélice alfa puede estar dirigida hacia la derecha
(sentido antihorario) o hacia la izquierda (sentido horario), siendo la mas comun hacia la
derecha. Si un lado de la hélice contiene aminoacidos hidrofilicos, y el otro hidrofébicos,
la hélice alfa tiene propiedades anfipaticas (contiene porciones polares y no polares en la
estructura). Entre los tipos de estructuras locales en las proteinas, la hélice alfa es la mas
regular y prevalente, asi como la mas predecible a partir de la secuencia de aminoacidos
[4].

Lamina Beta: es otro tipo de estructura secundaria comun, que se caracteriza por tener
una forma aplanada y extendida; esta compuesta de varias cadenas peptidicas que
permanecen enfrentadas y se mantienen juntas por medio de puentes de hidrogeno en
los dipolos C=0 y N-H [5]. La formacion de puentes de hidrégeno en las estructuras
laminares puede ocurrir entre dos o0 mas segmentos de la misma cadena o entre dos o
mas segmentos de distintas cadenas. De acuerdo con lo anterior se pueden presentar
dos formas laminares, dada la orientacion de las diferentes cadenas o segmentos; si
estos se orientan en la misma direccién de una terminal a otra, la disposicion recibe el
nombre de ldmina beta paralela; en caso contrario, si estan en direcciones opuestas, la
disposicién es una lamina beta antiparalela. Aunque ambas ocurren en la naturaleza, la
orientacion antiparalela es un poco mas estable porque los dipolos mencionados
previamente se encuentran mejor orientados para tener una interaccion 6ptima [7]. Una
lamina beta se caracteriza por tener una longitud de 5 a 10 aminoacidos, por estar
compuesta de dos 0 mas laminas y porque los residuos de dos aminoacidos vecinos se

encuentran en direcciones opuestas [4].

Estructuras aleatorias: cuando un segmento de una cadena polipeptidica carece de una
combinacion repetitiva, es decir, si no hay un patron geométrico repetitivo se dice que es
aleatoria. Las interacciones en las que intervienen los grupos R y las limitaciones
impuestas a la posible presencia de uno o mas puentes disulfuro impiden la formacién de

motivos como las hélices o las laminas [4].
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Figura 1-5:  Estructuras secundarias de las proteinas.
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a) Hélice alfa b)Lamina beta (imagenes adaptadas de [4])

Estructura terciaria

Describe la organizacién espacial de la proteina a un nivel superior a la estructura
secundaria. También se define como la distribucion espacial global y las interrelaciones
de las cadenas plegadas de cada uno de los residuos de los aminoacidos de una cadena
de polipéptidos. Se caracteriza por su alta compacidad y no tener vacios en el interior de
la molécula, asi mismo, porque las cadenas laterales hidrofilicas se encuentran en la
superficie de la molécula e interactian con moléculas de agua; mientras que los grupos

hidrofobicos se hallan ocultos en el interior de la proteina [4].

La estructura terciaria se precisa como el plegamiento de los elementos estructurales
secundarios, es decir, las posibles combinaciones de hélices alfa y laminas beta que se
relacionan formando unidades globulares enlazadas de forma compacta, denominadas
dominio proteico. En la Figura 1-6 se expone la estructura tridimensional, mientras que
en la Figura 1-7 se muestran las interacciones fisicoquimicas presentes en esta

estructura [9].

Los dominios son formados a partir de una region de la cadena polipeptidica con una
longitud cercana a 50 y 350 aminoacidos. Una proteina esta constituida por uno o mas

dominios. Existe un nimero limitado de combinaciones entre hélices alfa y laminas beta
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para formar una estructura globular, varias de ellas se denominan motivos, ya que se

presentan repetidamente en el nucleo de muchas proteinas no relacionadas entre si [5].

Figura 1-6:  Estructura terciaria de las proteinas.

Hélice a

— Lamina B

(imagen adaptada de [10])

La estructura tridimensional de las proteinas es el resultado de un equilibrio entre fuerzas
contrapuestas potentes, entre ellas se identifican las interacciones electrostaticas, las

fuerzas de Van der Waals y los puentes de hidrégeno, que se explican a continuacion:

Fuerzas electrostaticas: las moléculas son conjuntos de particulas con carga eléctrica,
por tanto se utiliza la ley de Coulomb para medir la energia de asociacion entre dos
cargas eléctricas. Los efectos electrostaticos son uno de los factores mas relevantes en
las conformaciones de las proteinas, sin embargo, el calculo de estas fuerzas esta sujeta

a errores debido a que su alcance es muy alto (atomico) [11].

Las interacciones electrostaticas ocurren cuando el exceso de carga negativa en una
region es neutralizado por cargas positivas en otra region formando puentes salinos entre
residuos de carga opuesta. Los enlaces de hidrogeno son un tipo de interacciones
electrostaticas que involucran a un atomo de hidrégeno de un residuo y a un atomo de
oxigeno de otro residuo. El hidrégeno con carga positiva se une parcialmente al oxigeno

con carga negativa [11].

Fuerzas de Van der Waals: son asociaciones no covalentes entre moléculas neutras
eléctricamente, proceden de las interacciones electrostaticas entre dipolos permanentes

o dipolos inducidos. Las interacciones dipolo-dipolo son débiles pero estabilizan
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significativamente las estructuras de las proteinas. Estas fuerzas son responsables de

numerosas interacciones entre atomos vecinos que no se hallan enlazados [11].

Interacciones idnicas: la asociacion de dos grupos iénicos de una proteina con carga
opuesta se conoce como par iénico o puente salino. Las interacciones idnicas son fuertes
pero no estabilizan mucho a las proteinas, ya que los iones libres en disolucién acuosa
se hallan muy solvatados, de modo que la energia libre de solvatacion de dos iones

separados es casi igual a la energia libre de formacion de su par iénico sin solvatar [11].

Puente de disulfuro: es un enlace covalente formado por dos grupos sulfidrilo (-SH), cada
uno de ellos perteneciente a una cisteina. Los dos residuos que forman el puente,
pueden estar separados por muchos aminoacidos en la secuencia o bien pueden
pertenecer a diferentes cadenas polipeptidicas. Este enlace estabiliza la estructura
tridimensional de las proteinas y se forma cuando una proteina se pliega a su

conformacion nativa [11].

Interacciones hidrofébicas: son aquellas que se dan entre las cadenas laterales de los
aminoacidos hidrofdbicos, estos aminoacidos suelen disponerse en el interior de la
proteina, evitando de esta manera las interacciones con el agua. Las uniones
hidrofobicas suelen darse en el interior de la proteina, debido a que la mayoria de
cadenas laterales puede asociarse estrechamente y se encuentran protegidas de las

interacciones con el disolvente [11].
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Figura 1-7: Interacciones fisicoquimicas presentes en la estructura terciaria.
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Puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, interacciones de Van der Waals, puentes de
disulfuro y enlaces iénicos presentes en la estructura terciaria (imagen adaptada de [10])

Estructura cuaternaria

Es la estructura que se presenta cuando los polipéptidos se asocian con otros
constituyendo subunidades de moléculas mayores, llamadas complejos proteicos, las
cuales estan unidas entre si por un elevado numero de débiles interacciones no

covalentes [5].

1.2 Conceptos Computacionales

1.2.1 Complejidad computacional

Es la medida con la que se evaliuan los recursos computacionales utilizados para
solucionar un problema. Estos son el tiempo de cémputo y el espacio de memoria. En la
mayoria de casos, el tiempo de computo es mas alto que el espacio de memoria utilizado
para solucionar problemas de bioinformatica. El tiempo de computo es una aproximacion
a través de una funcion matematica en la cual se da una tendencia de su
comportamiento en el tiempo. La complejidad computacional puede ser dividida en varias

clases: los problemas que pueden ser resueltos en un tiempo polinomial (clase P),
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aquellos problemas que son no deterministas y pueden ser verificados en tiempo
polinomial (clase NP), es decir, P es una subclase de NP; y, por ultimo, se encuentra la
clase co-NP, es el conjunto de problemas complementarios a los de la clase NP, es decir,
aquellos en que sus respuestas positivas 0 negativas se encuentran invertidas y del
mismo modo son resueltos en un tiempo polinomial. Uno de los conceptos mas
importantes es la nocion de completitud, cuando un problema es completo con respecto a
una clase significa que el problema pertenece a los mas dificiles de solucionar en la
clase, ya que se considera que su tamafo es enorme. Casi todos los problemas de NP
que no admiten tiempo polinomial se han demostrado de ser NP-completos, con algunas
excepciones. También es considerado NP-completo cuando un algoritmo es NP y NP-
hard (problemas que pueden ser reducidos a un problema NP en un tiempo polinomial)
[12].

La prediccion de la estructura de las proteinas es un problema NP completo, por tanto, la
busqueda exhaustiva no es factible. De este modo, las técnicas de busqueda no
deterministicas como la simulacion de Monte Carlo, templado simulado, busqueda tabu,
algoritmos genéticos, colonia de hormigas, entre otras, han sido utilizadas para explorar

el espacio de conformaciones [13].

1.2.2 Optimizacién multiobjetivo

La optimizacion multiobjetivo o multicriterio es aquella en la cual se busca optimizar un
conjunto de funciones objetivo simultaneamente, es decir, encontrar una solucioén con los
mejores valores para todas las funciones objetivo. Un problema de optimizacion se
caracteriza por tener restricciones impuestas por la disponibilidad de un recurso y por el
entorno, entre otras; las cuales deben ser satisfechas para que una solucién pueda ser
considerada aceptable. Una solucién es el 6ptimo de Pareto si no existe otra solucién
factible, es decir, aquella que satisfaga las restricciones del problema sin afectar otros

criterios de decision [14].

1.2.3 Algoritmos de busqueda

Son tipos especiales de algoritmos capaces de explorar el espacio de soluciones de un
problema con el propdsito de encontrar la solucién éptima de acuerdo con unos criterios

establecidos. Matematicamente consisten en optimizar una funciéon, es decir, encontrar
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su maximo o minimo global de acuerdo con las necesidades del problema. Se distinguen
dos tipos de estrategias de busqueda, estas son: la busqueda informada y la busqueda
no informada. La primera es aquella que tiene informacion acerca de los posibles
estados/ o solucién, a diferencia de la segunda que es la busqueda exhaustiva que
explora todas las posibles soluciones para determinar cual es la solucion con mejor
puntuacion (no informada). Los métodos de busqueda estan compuestos por un conjunto

de soluciones, una funcién de puntuacioén y un criterio de parada o finalizacién [15].

La busqueda no deterministica se caracteriza por producir distintas soluciones a partir de
una misma entrada de ejecucion; este tipo de busqueda es utilizada para encontrar una
solucion aproximada, en caso de que sea muy costoso encontrar la solucién exacta a

través de una busqueda exhaustiva o deterministica [15].

Una busqueda heuristica busca reducir el espacio de busqueda para encontrar una
solucion. También se caracteriza por no garantizar que se encuentre la mejor solucién y
por tener una funcion de evaluacién que permite conocer si la solucion es préxima a la

Optima, es decir, se encarga de guiar el proceso de busqueda [15].

Estos algoritmos, en general, estan compuestos por cuatro pasos: el primero se refiere a
la generacion de una solucion aleatoria, en segundo lugar a la obtenciéon de una nueva
solucion del conjunto de soluciones usando un operador definido, luego, en el tercer paso
se lleva a cabo la evaluacion de la solucidn escogida en el paso anterior. Posteriormente,
si el valor de la funcion de puntuacion es mejor que el de la solucién anterior se establece
esa solucion como la actual. Finalmente, se realizan varios ciclos o iteraciones de los
pasos anteriores, sin incluir la fase inicial, hasta cuando una solucion obtenga el valor

Optimo en la funcién de puntuacién [13].

Busqueda dispersa

Una busqueda dispersa (Scatter Search -SS) es un método evolutivo que se ha utilizado
en la resolucion de problemas de optimizacién. Se basa en el principio de que la
informacion sobre la calidad o el atractivo de un conjunto de reglas, restricciones o
soluciones pueden ser utilizadas mediante la combinacién de estas. De manera similar a
los algoritmos genéticos mantiene una poblacion con la que realiza combinaciones entre
sus individuos, sin embargo, no estd fundamentado en la aleatorizacion sobre un

conjunto relativamente grande de soluciones, mientras que la busqueda dispersa realiza
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las elecciones sistematicas y estratégicas sobre un conjunto pequefio. También se
caracteriza por realizar una exploracion sistematica sobre una serie de buenas

soluciones llamadas conjuntos de referencia.

Los algoritmos de busqueda dispersa tienen tres fases: la primera es inicializar el
conjunto de soluciones mediante un proceso heuristico; la segunda es la generacion de
nuevos individuos a través de combinaciones lineales; y, finalmente, la extraccion de los
mejores individuos de la poblacién [16]. La busqueda dispersa ha sido utilizada con éxito
para resolver problemas de optimizacion mono-objetivo, sin embargo, se han propuesto
algoritmos multiobjetivo basados en esta técnica como AbYSS (Archive-based hYbrid
Scatter Search) [17].

1.3 Plegamiento de las proteinas

El plegamiento de las proteinas es el proceso por el cual una proteina alcanza su
estructura tridimensional, la cual determina su funcién. Si una proteina se pliega
incorrectamente, ésta no sera funcional. Desde principios de 1950 se ha intentado
entender la estructura y la funcion de las proteinas, por tanto, es importante
caracterizarlas. El primer avance en este tema consistio en la identificacion de la
secuencia de aminoacidos de las proteinas, lo cual se obtuvo en 1955 por Frederick
Sanger. La relevancia de este avance radica en que la secuencia de aminoacidos de una
proteina determina sus propiedades quimicas, sin embargo, se desconocian los factores
que determinaban la estructura de las proteinas. Posteriormente, Christian Anfinsen
estudio la estructura terciaria de las proteinas y observé que una cadena de polipéptidos
se plegaba espontaneamente en una unica cadena tridimensional, que posteriormente
fue llamada conformacién nativa de las proteinas; esto es enunciado en la hipétesis de
Anfinsen [18].

1.3.1 La hipétesis de Anfinsen

Los estudios de Anfinsen en la teoria del plegamiento de las proteinas lo llevaron a
enunciar el paradigma como: “La conformacion nativa es determinada por la totalidad de
interacciones interatébmicas y, por lo tanto, de su secuencia de aminoacidos, en un

ambiente particular’ [18], también llamada la hipétesis termodinamica. Lo anterior fue
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deducido del experimento realizado sobre la proteina Ribonucleasa A, que se caracteriza
por tener una secuencia con 124 aminodacidos y cuatro puentes de disulfuro entre ellos.
Inicialmente se redujeron los puentes de disulfuro a ocho grupos sulfhidrilo (-SH), luego
se desnaturalizé con el componente organico urea con concentracion 8 M (molar). Bajo
esas condiciones su funcion era inactiva con una estructura aleatoria y flexible. La
siguiente fase del experimento consistié en remover lentamente la urea, por lo que los
grupos sulfhidrilo se oxidan para volver a formar puentes de disulfuro, es decir, volvié a
su estado inicial. Lo anterior demostré que la proteina recuperd espontaneamente su
funcion y, por tanto, su estructura tridimensional [19], la cual es unica, estable y

cinéticamente accesible al minimo de energia libre.

La teoria de Anfinsen se establecié como la base de estudio para realizar la prediccion
de la estructura tridimensional de las proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos,
ya que toda la informacion necesaria para predecir la conformacion nativa se encuentra

en esta secuencia [18].

1.3.2 La paradoja de Levinthal

La flexibilidad en las proteinas se debe a los grados de libertad de los angulos de torsion
presentes en una proteina; por tanto, son multiples las conformaciones que se pueden
generar mediante la combinacién de estos. En 1968 se postuld la paradoja de Levinthal,
gue consiste en encontrar la estructura nativa de una proteina a través de una busqueda
aleatoria entre todas las posibles configuraciones, lo que puede tomar mucho tiempo. Sin
embargo, las proteinas se pliegan en segundos o menos tiempo [18]. Por ejemplo, una
secuencia de 101 aminoacidos tiene 100 enlaces peptidicos y, por cada uno, tres grados
de libertad, es decir que se pueden generar 31°° conformaciones. Si la proteina es capaz
de explorar las conformaciones en 103 segundos, entonces el tiempo de explorar todo el
espacio de conformaciones demoraria 1027 afios, tiempo que gastaria la proteina en
encontrar la estructura nativa haciendo una busqueda exhaustiva por el espacio de

conformaciones [20].

Levinthal también sugirié que la estructura estable no se encuentra necesariamente en el
minimo de energia absoluto, en caso de que ésta no sea cinéticamente accesible [21].
Ante esta situacion se han propuesto alternativas de resolucion a la paradoja que se

explican brevemente a continuacion.
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Modelos clasicos de plegamiento proteico

Son modelos basados en la existencia de rutas de plegamiento, es decir, supone que
todas las moléculas siguen el mismo camino pasando en su caso por los mismos
intermediarios (minimos locales de energia libre de Gibbs) y por el estado de transicién
(conformacién de alta energia por la que atraviesa el polipéptido para plegarse). Este tipo

de solucién plantea los siguientes modelos [22]:

El modelo de nucleacién - propagacion: se caracteriza por la formacion de uno o mas

nucleos estructurales, alrededor de los cuales se propaga la estructura.

El modelo de armazén (framework): posterior a la creacion de nucleos, se forman
estructuras secundarias que a su vez se asociaran para formar estructuras supra-

secundarias, y de este modo formar la estructura terciaria.

El modelo de difusién — colision: la nucleacion sucede simultaneamente en partes
diferentes de la cadena polipeptidica generando microestructuras que tienen un tiempo

de vida controlado por la difusion de un segmento.

El modelo del colapso hidrofébico: inicialmente la proteina colapsa a través de
interacciones hidrofébicas de largo alcance y sucede previa a la formacién de una

estructura secundaria.

Una manera de superar la paradoja de Levinthal seria mediante la existencia de una ruta
definida de plegamiento que pasara obligatoriamente por determinados estados
(intermedios), donde cada uno deberia tener menor energia que el estado
inmediatamente anterior, y asi hasta llegar al estado nativo. Algunos de esos estados
intermedios presentan propiedades del estado nativo y del estado desnaturalizado,
aquellos son denominados como el estado de glébulo fundido; se caracterizan por tener
una elevada cantidad de estructuras secundarias, pero que no tienen interacciones de un

rango mayor (estructura terciaria) [21].
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Figura 1-8: Modelos clasicos de plegamiento de proteinas.
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Se centra en el paisaje de energia del plegamiento de las proteinas, el cual se comporta
como un embudo, como se muestra en la Figura 1-9. El embudo expone el
comportamiento termodinamico y cinético de las moléculas del plegamiento hasta
alcanzar la estructura nativa. El ancho del embudo esta relacionado con la entropia
configuracional de la cadena polipeptidica, mientras que la profundidad representa una
funcién de energia libre que no incluye los grados de libertad internos de la proteina. El
embudo implica que en el plegamiento de las proteinas disminuye la energia libre y la
entropia de la estructura [24]. Es considerado como el modelo mas cercano a la realidad
del plegamiento ya que abarca el espacio de conformaciones, lo que incluye varios
estados como el nativo, no plegado, desnaturalizado, conformaciones cercanas o lejanas
a este, e intermediarios como el estado de globulo fundido. EI embudo de energia se
caracteriza por presentar diferentes formas que son conducidas por la termodinamica
que lleva a la formacion de estados, y por la cinética que define las barreras de energia

entre los estados de conformaciones y las transiciones entre ellos [25].
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Figura 1-9: Embudo de energia del plegamiento de las proteinas.

El embudo A representa el paisaje de energia ideal en el cual la proteina se pliega a gran
velocidad; el embudo B presenta colinas y valles de energia en los que se encuentran minimos y
maximos locales; el embudo C presenta dos posibles caminos de plegamiento, uno lento debido a

una barrera energética y otro rapido sin obstaculos; el embudo D exhibe como la entropia

conformacional puede generar barreras de energia a través de una caminata aleatoria por la
meseta plana. Finalmente, el embudo E muestra la blisqueda aleatoria de Levinthal la cual
demora en encontrar el estado nativo. (imagen tomada de [25])



2.Métodos computacionales para la
prediccion de la estructura de las proteinas

La prediccion de la estructura terciaria de las proteinas ha sido un problema que se ha
tratado de solucionar a través de métodos experimentales como la cristalografia de rayos
X y la resonancia magnética nuclear, y de métodos computacionales, los cuales son

objetivo de estudio en este capitulo.

Los métodos computacionales se dividen en dos, los que utilizan informacion previa para
realizar la prediccién de la estructura tridimensional, también llamado modelado basado
en plantilas y aquellos que predicen la estructura terciara sin informacion previa o

modelado libre (ab initio).

2.1 Modelado basado en plantillas

2.1.1 Modelado comparativo

El modelado comparativo, también llamado modelado por homologia, consiste en
construir un modelo de resolucion atémica de una proteina objetivo a partir de su
secuencia de aminoacidos y de la estructura tridimensional de una proteina plantilla, de
la cual se conoce su estructura terciaria a través de métodos experimentales. Se
fundamenta en la siguiente afirmacion: “las proteinas que tienen secuencia similar
usualmente tienen estructura similar debido a que evolutivamente provienen de un
antecesor comun”, y en que la estructura de las proteinas se conserva mas que sus
secuencias [18] [26]. Las proteinas que son descendientes de un antecesor comun
pueden adoptar formas distintas, sin embargo algunas regiones de la secuencia de la

proteina se conservan y del mismo modo la estructura en esas regiones [18].

Las proteinas se pueden agrupar en familias, es decir, un grupo de proteinas que
comparten un origen evolutivo comun, que se refleja en sus funciones y en la similitud de

secuencia o estructura. Estas se clasifican en una superfamilia cuando el grupo de
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proteinas es distante evolutivamente, pero mantiene una relacién entre si; mientras que
una subfamilia es un grupo pequefio de proteinas estrechamente relacionadas

(evolutivamente cercanas) entre si [27].

Los métodos basados en homologias se caracterizan por tener un conjunto de etapas
durante el proceso de prediccion de la estructura tridimensional de una proteina, como se

observa en la Figura 2-1. A continuacion se explica cada una de ellas.

Figura 2-1: Pasos del modelamiento por homologias.
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1. Seleccion de la proteina plantilla y alineamiento inicial.
Constituye la base del modelamiento por homologia, que consiste en la seleccién de una
proteina plantilla, lo cual involucra la busqueda de proteinas homologas con estructuras
determinadas en el Protein Data Bank (PDB). Esta exploracion se puede realizar a través
de un software de busqueda de alineamiento por pares como BLAST o FASTA [28]. El
resultado de los alineamientos muestran un porcentaje de similitud, el cual si es menor a
30% indica que encontrar una homologia no es confiable [18]. Ocasionalmente, un 20%
de identidad puede ser usado como umbral, siempre que el porcentaje de identidad de la
secuencia se encuentre en la “zona segura”, es decir, que el porcentaje de identidad
supera el umbral establecido para encontrar homologias [3], como se muestra en la

Figura 2-2.
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Figura 2-2: Zonas del alineamiento de secuencias.
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Las zonas del alineamiento de secuencias. La zona oscura o crepuscular (twilight) representa
aquella en la cual se encuentran homologias con dificultad, a diferencia de la zona segura
(imagen adaptada de [28])

Los resultados de un alineamiento pueden mostrar varias estructuras que superan el
umbral de homologia establecido, en este caso se recomienda elegir como plantilla las
estructuras con el mayor porcentaje de identidad, con mayor resolucién y con los
cofactores mas apropiados. Por otro lado, se puede dar el caso en el que no se
encuentra similitud de secuencia con la base de datos de estructuras, lo que dificulta la
seleccion de plantillas. Para deteccién de homodlogos remotos se utiliza un método de
busqueda mas sensible basado en perfiles como PSI-BLAST o un modelado por

reconocimiento del plegamiento (threading) [28].

Para elegir la plantilla apropiada se recomienda que esta tenga alta similitud de
secuencia y que al realizar el alineamiento con la secuencia objetivo se encuentre la
menor cantidad de huecos (gaps), es decir, inserciones o deleciones, ya que estos tienen
un impacto alto en la construccién del modelo final. Por lo tanto, es mejor elegir un

alineamiento que tenga pocos huecos e inserciones cortas [18].
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2. Alineamiento de la secuencia objetivo
Una vez establecida la plantilla, las secuencias de las proteinas plantilla y de la proteina
objetivo deben ser realineadas usando algoritmos de alineamiento refinados para obtener
un alineamiento 6ptimo. Este reajuste es el paso mas relevante en el modelado de
homologia, ya que afecta directamente la calidad del modelo final, debido a que una
alineacién incorrecta conduce a la asignacion incorrecta de homélogos vy, por lo tanto, a
modelos estructurales incorrectos. Para llevar a cabo esta etapa se utilizan algoritmos de
alineamiento multiple como PRALINE y T-Coffee. Sin embargo, estas herramientas de
software de alineacion estan sujetos a errores y deben ser supervisados manualmente
para inspeccionar que los principales residuos conservados estan correctamente

alineados [28].

3. Construccién del esqueleto de la proteina (backbone)
Después de lograr una alineacion optima, los residuos de las regiones alineadas de la
proteina objetivo pueden asumir una estructura similar a la de las proteinas plantilla, lo
que significa que las coordenadas de los residuos correspondientes con las proteinas de
la plantilla se pueden copiar en la proteina objetivo. Si los dos residuos alineados son
idénticos, las coordenadas de los atomos de la cadena lateral se copian junto con los
atomos de la cadena principal. Si los dos residuos son diferentes, solo los atomos del
esqueleto se pueden copiar. En el modelado del esqueleto, se suele utilizar solamente

una plantilla de estructura [28].

4. Modelamiento de los loops
Después de realizar un alineamiento de secuencias, usualmente se generan regiones
con gaps o huecos producidos por inserciones o deleciones. Los huecos en el
alineamiento producen los ciclos o loops, que deben ser modelados con precision ya que
puede ser una fuente de error para el modelo final. En la actualidad no se pueden
modelar los ciclos confiablemente. Sin embargo, se distinguen dos técnicas que buscan
la solucidon a este problema: los métodos de busqueda en base de datos y los métodos
ab initio. Los primeros métodos consisten en encontrar "piezas de recambio” de proteinas
con estructuras conocidas en una base de datos, para ajustarlas a la region del loop, la
cual se encuentra entre los tallos (stem) de la proteina objetivo. Los tallos son la cadena
principal de atomos que preceden y siguen el loop a modelar. El procedimiento inicia con

la medicién de la orientacion y la distancia de las regiones de anclaje de los tallos y la
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busqueda en el PDB para los segmentos de la misma longitud que también coinciden con
el punto final de la conformacion. Por lo general, muchos segmentos tienen varias
alternativas que se ajustan a los criterios de valoracion de los tallos que estan
disponibles. La mejor seleccion se puede hacer con base en la similitud de secuencia, asi
como en la menor cantidad de choques estéricos con las partes vecinas de la estructura.
La conformacion con los mejores fragmentos coincidentes se copia en los puntos de

anclaje de los tallos.

Mientras que el segundo método, ab initio, genera bucles y realiza busquedas aleatorias
para hallar uno que no choque con cadenas laterales cercanas, que tenga energia baja y
sus angulos ¢ y @ se encuentren en regiones permitidas, segun la grafica de

Ramachandran [28].

5. Modelado de las cadenas laterales
Una cadena lateral se puede construir mediante la busqueda de cada conformacién
posible segun la combinacién de todos los angulos de torsion de la cadena lateral y se
seleccionaria el de menor energia. Sin embargo, este enfoque es computacionalmente
costoso y, por tanto, se utilizan los rotameros, que son los posibles angulos de torsién de
la cadena lateral extraidos de proteinas con estructuras conocidas. Una colecciéon de
conformaciones de la cadena lateral es una biblioteca de rotameros, en la que los
rotameros se clasifican por su frecuencia de ocurrencia. Tener una biblioteca de
rotdmeros reduce el tiempo computacional, ya que se utilizan los angulos de torsién

reportados [28].

6. Refinamiento y evaluacién del modelo
Al generar un modelo por homologia no se puede garantizar que esté libre de
irregularidades estructurales, que se pueden corregir en caso de presentarse mediante la
minimizacion de energia del modelo completo, ya que se sustituyen las colisiones
estéricas sin alterar la estructura global. Sin embargo, se debe tener en cuenta que una
minimizacion excesiva de la energia puede desplazar los residuos de sus posiciones

correctas y, por consiguiente, se recomienda usar un numero limitado de iteraciones [28].

Finalmente, se evalla que las caracteristicas estructurales del modelo sean consistentes

con las reglas fisicoquimicas, las cuales involucran la verificacion de anomalias en los
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angulos de torsion y en la longitud de los enlaces, entre otras [28]. La evaluacién del
modelo constituye un paso critico en el modelado por homologia, ya que se utiliza una
funcién de puntuacion que debe distinguir entre un modelo bueno y uno malo. Las
funciones de puntuacion se clasifican en estadisticas (basadas en las propiedades de los
aminoacidos de proteinas con estructuras conocidas) y en funciones energéticas (se

fundamentan en la cantidad de energia libre en la proteina) [18].

Existen cuatro métodos para la construccién del modelo y se distinguen de acuerdo con
la forma en que se transfiere la informacién de las estructuras conocidas a la secuencia
de la proteina objetivo; entre ellos se encuentran: modelado por ensamblaje de cuerpos
rigidos, modelado por armonizacion de segmentos y modelado por satisfaccion de

restricciones espaciales [29].

= Modelado por ensamblaje de cuerpos rigidos: es el método mas simple y utilizado.
Inicia con la identificacion de las regiones conservadas y de las regiones variables de
las plantillas, a través de la superposicion de estructuras. Las regiones conservadas
se reconocen facilmente a través de un alineamiento multiple de estructuras, es decir,
la distancia entre los fragmentos (RMSD: Root Mean Square Distance) es
relativamente pequefa, y las regiones variables se encuentran normalmente en
loops con huecos frecuentes en la alineacion estructural. En las regiones no
conservadas, o loops, la region es construida a través de un enfoque ab initio o
mediante la busqueda en una base de datos de estructuras que se adapten a las
regiones y que del mismo modo tengan una secuencia compatible. Las cadenas
laterales son modeladas de acuerdo con preferencias conformacionales y en las
conformaciones de las cadenas laterales equivalentes en la estructura de la plantilla.
Para secuencias con homodlogos de alta identidad, una sola plantilla es suficiente;
pero para plantillas con homoélogos de baja identidad, se suele utilizar la media
ponderada a través de multiples plantillas, lo cual resulta mas confiable [18].

= Armonizacién de segmentos: es un método basado en encontrar la mayor cantidad
de hexapéptidos que pueden ser agrupados en 100 clases estructurales. El modelo
de homologia se construye de acuerdo a posiciones aproximadas de atomos
conservados de las plantillas como "posiciones guias" para calcular las coordenadas

de otros atomos. Las posiciones guia generalmente corresponden a los atomos de
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los segmentos que se conservan en el alineamiento de las estructuras de la plantilla y
de la secuencia objetivo [18].

» Modelado por satisfaccion de restricciones espaciales: consiste en la generacion de
restricciones para la proteina objetivo basadas en el alineamiento estructural con la
proteina plantilla. Las restricciones son obtenidas al suponer que la distancia entre
dos residuos del modelo objetivo es similar a la distancia de dos residuos alineados
en la plantila. Las restricciones son complementadas con restricciones
estereoquimicas en los angulos de enlace, la longitud del enlace y los enlaces
peptidicos, entre otros. Para homologias débiles, se adicionan restricciones de
experimentos (si estan disponibles) para incrementar la precision del modelo. Del
mismo modo, se establece un intervalo de valores para cada restriccion, que pueden
ser estimados por informacion estereoquimica o mediante un analisis estadistico de
las relaciones entre las estructuras de las proteinas similares [18].

Mediante la exploracién de un conjunto de estructuras relacionadas entre si, se
pueden cuantificar correlaciones como las distancias o los angulos diedros de la
cadena principal. Estas relaciones se expresan como funciones de densidad de
probabilidad condicional y se pueden utilizar como restricciones espaciales. Las
probabilidades para las distancias equivalentes y los angulos diedros de la cadena
principal se calculan a partir del tipo de residuo, desde la conformacién de la cadena
principal de un residuo equivalente y la similitud de secuencia entre las dos proteinas
[18].

Finalmente, las restricciones espaciales y los campos de fuerza se combinan en una
funcion objetivo que debe cumplir con las condiciones estereoquimicas adecuadas. El
modelo se obtiene mediante la optimizacion (minimizando las restricciones) de la
funciéon de energia. La ventaja de este método radica en el uso de varios tipos de
informacion de la secuencia objetivo, incluyendo la estructura secundaria. Sin
embargo, para las secuencias altamente homologas, la informacion es almacenada
en las estructuras de la plantilla, mientras que introducir informaciéon derivada de

otros miembros de la familia puede degradar el modelo [18].
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2.1.2 Reconocimiento del plegado (Threading)

Es un método de prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas que se
fundamenta en la observacion de que hay pliegues de proteinas que se presentan en
varias familias en las que no hay una relacién evolutiva cercana. Las posibles

explicaciones a este fendmeno se exponen a continuacion [3]:

= Evolucion divergente: Las proteinas tienen un plegamiento similar y estan
relacionadas entre si. Los algoritmos como PSI-BLAST, los modelos ocultos de
Markov (HMM) y los alineamientos perfil - perfil son utilizados para identificar
homologias remotas.

= Evolucion convergente: proteinas con funciones comunes usualmente poseen
estructuras terciarias similares.

= Nudmero limitado de plegamientos: proteinas no relacionadas evolutivamente tienen
pliegues similares debido a que el espacio de posibles pliegues es pequeno.

= Analisis erroneo: Una aparente similitud estructural puede ser el resultado de
deficiencias en las herramientas de analisis y no por una similitud real entre las

estructuras de las proteinas.

Este método se caracteriza por usar una biblioteca de estructuras unicas, en la cual se
buscan estructuras analogas para la secuencia objetivo y se fundamenta en la teoria de

la existencia de un numero limitado de pliegues en las proteinas [30].

El reconocimiento del plegado consiste en colocar los aminoacidos de la secuencia de la
proteina objetivo, siguiendo su orden secuencial y permitiendo huecos, en las posiciones
estructurales de la estructura de la proteina plantilla de una manera 6ptima, de acuerdo
con unos puntajes de calidad asignados. Este procedimiento se repite contra una
coleccion de estructuras tridimensionales de proteinas previamente resueltas para una

proteina objetivo.

Los alineamientos secuencia-estructura se evaluan utilizando medidas estadisticas o
energéticas para determinar la probabilidad global de los pliegues estructurales que la
proteina objetivo pueda adoptar. El mejor alineamiento de secuencia-estructura permite
establecer los atomos de la cadena principal de la proteina objetivo, de acuerdo con sus

ubicaciones en la estructura de la proteina plantilla [12].
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Los pasos que se realizan para predecir una estructura son similares a los que usa el
modelado comparativo o por homologia, y se diferencia en la etapa de identificacién de
plegamientos. En primer lugar debe estar definida una biblioteca de estructuras, la cual
puede incluir: cadenas, dominios, 0 nucleos de proteinas conservadas. Después la
secuencia objetivo se ajusta a cada entrada de la biblioteca y se utiliza una funcion de
energia para evaluar la concordancia entre la secuencia objetivo y las entradas de la
biblioteca con el proposito de determinar las mejores plantillas. En general, se utilizan
cuatro tipos de métodos para predecir la estructura de proteina por threading, estos son:
(1) los métodos de reconocimiento del plegamiento que utilizan el entorno de cada
residuo en la estructura como la funcién de energia y la programacion dinamica para
evaluar el ajuste y la alineacién; (2) métodos que usan estadisticas derivadas de la
interaccion de potenciales entre pares de residuos o pares de atomos que se pueden
usar para evaluar los mejores ajustes posibles entre la secuencia objetivo y los pliegues
de la biblioteca; (3) son métodos que no utilizan una funcién de energia explicita, en lugar
de eso emplean estructuras secundarias y la accesibilidad a cada residuo, las cuales son
predichas anteriormente; la secuencia objetivo y los pliegues de la biblioteca son
codificados en cadenas para el alineamiento secuencia-estructura; y (4) pertenecen
aquellos métodos que combinan la similitud de secuencia con el reconocimiento del
plegamiento, en estos se dispone la similitud de secuencia de los alineamientos iniciales,
que son evaluados por los métodos de threading [30]. De estos métodos se identifica la
comparacion secuencia-secuencia, que detecte homdlogos cercanos; la comparacién
perfil-secuencia o secuencia-perfil, para encontrar motivos conservados, y la
comparacion perfil-perfil que tiene una alta sensibilidad para encontrar similitudes en la

zona crepuscular.

2.2 Modelado libre

El modelado libre o ab initio es un modelo de prediccion de la estructura tridimensional de
las proteinas que no utiliza informacion previa, a diferencia de los métodos basados en
plantillas. La unica informacion que utiliza este tipo de modelado es la obtenida en la
secuencia de aminoacidos, ya que ésta determina la estructura terciaria. Este tipo de
modelado se basa en estudios biofisicos que determinaron que la mayoria de proteinas

se pliegan en una estructura estable en la cual se encuentra el minimo de energia libre y
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se denomina el estado nativo de la proteina [28]. Los modelos ab initio se fundamentan
en la termodinamica y en la mecanica estadistica, por lo tanto, sus métodos son

simulaciones de dinamica molecular, simulaciones de Monte Carlo, entre otros [8].

El modelado ab initio es un reto debido a que la precision de las funciones de potencial
es limitada, ya que se puede hallar una conformacion energéticamente baja pero
biolégicamente inactiva; también, el espacio de conformaciones es gigantesco y, por
tanto, el costo computacional es alto. Sin embargo, varios métodos han utilizado
representaciones reducidas, potenciales simplificados y diversas estrategias de

busqueda ante los mencionados inconvenientes [3].

Se identifican dos tipos de métodos en el modelado ab initio, los primeros son aquellos
que utilizan potenciales fisicos para dirigir el plegamiento y son llamados ab initio
estrictos; mientras que los segundos se caracterizan por obtener informacion previa del
PDB para generar una restriccion en el espacio conformacional, estos son nombrados
como métodos mixtos, como es el caso del método Rosetta que consiste en la reduccién
del espacio conformacional mediante el ensamblaje de segmentos, en el cual se toman
fragmentos de estructuras de proteinas conocidas para generar una biblioteca de
fragmentos, con el objetivo de reemplazar los angulos de torsion y el segmento
seleccionado para generar conformaciones con base a los mencionados fragmentos. Los
fragmentos pueden ser cortos, tener origen en varias fuentes y no es necesario transferir
el plegamiento a la proteina objetivo. Se identifican dos fases en su construccion, la
primera es la eleccién de fragmentos a utilizar y la segunda es la minimizacion de las
conformaciones generadas mediante la sustitucién de fragmentos. Las ventajas de
utilizar estos métodos consisten en que los fragmentos pueden transferir informacion de
una posible homologia y del mismo modo el uso de fragmentos derivados de
plegamientos de proteinas con estructura conocida contienen informaciéon de una
estructura estable, es decir, no hay gaps, y posiblemente una buena geometria. La
sustitucion de fragmentos aleatorios reduce el espacio de busqueda de conformaciones
[12].
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2.2.1 Representacion geomeétrica de las proteinas

Los métodos ab initio se caracterizan por tener una forma de representar
computacionalmente las proteinas. Normalmente, se han utilizado los modelos reducidos
de las proteinas, que se caracterizan por ser una representacion de bajo costo
computacional. Estos incluyen los modelos de celda, los modelos de espacio continuo
(una proteina es reducida a sus C, y al centroide de sus cadenas laterales), y los
modelos hibridos (en los cuales algunos grados de libertad de la conformacién son

localmente discretizados).

= Modelos basados en celdas: son aquellos que consideran dos tipos de residuos, los
hidrofébicos y los polares (hidrofilicos) de acuerdo con su aversion o afinidad con el
agua. Por tanto, una proteina es una cadena de caracteres definida sobre el alfabeto
H (hidrofobo) y P (polar — hidréfilo). Todos los aminoacidos de la cadena ocupan una
posicion en una celda cuadrada. El angulo entre aminoacidos consecutivos es de 90°
grados [31]. Esta representacién supone que los residuos de los aminoacidos tienen
el mismo tamafio, los residuos de los enlaces quimicos tienen la misma fuerza y su

ubicacioén es estricta en la rejilla [32].

Este modelo se basa en el concepto de que la mayor contribucion de energia libre de
una conformacion nativa de una proteina se debe a la interaccién entre aminoacidos
hidrofébicos. Estos aminoacidos tienden a agruparse en el nucleo de la proteina
plegada, dejando a los aminoacidos polares en la parte externa de la proteina, en
contacto con el medio acuoso, en el caso de las proteinas globulares. La cantidad de
energia libre es inversamente proporcional a la cantidad de contactos hidréfobo —
hidréfobo (H-H) no locales, es decir, aminoacidos que no son adyacentes en la
secuencia, pero tienen posiciones contiguas en la rejilla (2D — 3D, si es de dos o tres
dimensiones), entonces para minimizar la energia libre es necesario maximizar el

numero de contactos H-H [31].

La representacion basada en celdas se caracteriza por tener las siguientes

restricciones [32]:

1) Cada residuo de la secuencia debe ser localizado en el sistema de coordenadas

enteras.
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2) La malla es finita (condicion de frontera).

3) Dos residuos contiguos en la cadena de aminoacidos deben ser vecinos en la
rejilla y la distancia entre los residuos es 1.

4) Los residuos no se pueden superponer.

5) Las conformaciones compactas tienen menor energia que las no compactas.

6) Diferentes tipos de aminoacidos tienden a estar separados.

La calidad de la configuracion es medida a través de una funcién de energia, que
s6lo considera la fuerza hidréfoba. La energia de una conformacién esta definida
como el numero de contactos entre aminoacidos hidréfobos que no son vecinos en la

secuencia dada.

Para el caso tridimensional se construye un cubo que se caracteriza porque cada
residuo tiene 6 vecinos (uno por cada cara) y por estar compuesto de tres capas, que
son el nucleo interno (H-Core), un nucleo externo y un nucleo mixto. La capa interna
contiene residuos hidrofilicos, la capa externa residuos polares y la capa mixta se
conforma de residuos hidrofilicos y polares unidos por enlaces covalentes [33]. Las
limitaciones de esta representacion radican en su incapacidad de reproducir hélices
[34].

Modelos no basados en celdas: son modelos que buscan representar los

aminoacidos de una proteina con mayor detalle, como se muestra a continuacion:

Representacién 3D del atomo: cada atomo es representado por medio de tres
variables, por tanto, un aminoacido necesita aproximadamente 50 variables. Una
proteina puede tener mas de 50 aminoacidos, lo que dificulta trabajar con esta

representacién, ademas de que no todas las configuraciones son factibles [35].

Representacién parcial del atomo en 3D: es la misma representacion que la
anteriormente expuesta, pero se diferencia en que solo se representan los principales

atomos de cada aminoacido [35].

Representacion 3D de los atomos del backbone y los centroides de la cadena lateral:
cada aminoacido tiene nueve atomos en el backbone, para un total de 27

coordenadas, ademas del centroide de la cadena lateral (tres coordenadas mas) [35].
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Representacién del backbone y los angulos de torsion de la cadena lateral: la longitud
de los enlaces es un valor conocido y la Unica variable es el angulo de torsion entre
dos enlaces consecutivos. La representacién provee enlaces factibles, y cada
aminoacido contiene tres variables para el backbone (w, W, @); y entre cero y cuatro

variables para la cadena lateral (;) [35].

Figura 2-3: Representacion del backbone y los angulos de torsién de la cadena lateral
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En color gris se presenta el backbone con sus respectivos angulos de torsiéon, mientras que en
verde se muestra la cadena lateral de la proteina (imagen adaptada de [29])

2.2.2 Funcién de puntuacion

Es una medida que permite guiar la exploracion al espacio de conformaciones y evaluar
la calidad de las distintas conformaciones exploradas, con el propésito de seleccionar
una de éstas [18]. Hay dos tipos de potenciales que pueden ser empleados en la
evaluaciéon de la energia libre de una cadena de péptidos y su entorno solvente:
funciones basadas en campos de fuerza empiricos y funciones de energia basadas en el

conocimiento.

Las funciones de energia basadas en campos de fuerza empiricos son aquellas que
utilizan la mecanica molecular, que consiste en la aplicacion de las leyes de la mecanica
clasica o Newtoniana a nivel molecular. En la mecanica molecular las moléculas son
tratadas como un conjunto de esferas (atomos), con masa m, radio r, volumen V y unidos
por muelles (enlaces) con una constante K (fuerza de enlace). También se considera que

el valor de energia molecular varia de acuerdo con la geometria de la molécula.
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Para la predicciéon de la estructura tridimensional de las proteinas se han utilizado
diversas funciones de energia basadas en la mecanica molecular, ya que su calculo es
sencillo y se distinguen las energias requeridas para determinar los campos de fuerza.
Algunos prototipos de esos campos de fuerza son AMBER, CHARMM, y ENCAD. Los
parametros utilizados en estos campos de fuerza son obtenidos mediante el ajuste

experimental de los datos [12].

La energia potencial de una proteina se expresa como la suma de energias de enlace y
energias de no enlace (ver Ecuacion 2-1). En otras palabras, es la variacién de energia
relacionada con los cambios de longitud, angulo y torsién de los enlaces, junto con la
energia resultante de las interacciones entre atomos (van der Waals) y la energia

electrostatica.

ETotal = EEnlace + EAngulo + ETorsién + EElectrostética + Evan der Waals (2'2)

Por otro lado, se han empleado los potenciales basados en el conocimiento, que son
funciones de energia derivadas del analisis de estructuras de proteinas conocidas
almacenadas en el PDB, es decir, que se originan a partir de propiedades observadas en
proteinas con plegamiento conocido, las cuales no se presentan en péptidos no plegados

o desplegados [12].

Se identifican dos tipos de funciones de energia basadas en conocimiento; el primero es
derivado del analisis estadistico de una base de datos de estructuras de proteinas.
Mientras que el segundo esta basado en la optimizacion, en el que un conjunto de
parametros para una funcion potencial son optimizados de acuerdo a un criterio,
maximizando los huecos (gaps) de energia entre la estructura nativa conocida y el

conjunto de conformaciones candidatas [18].

2.2.3 Método de busqueda

Con el desarrollo de algoritmos que permiten la exploracion y explotacion del espacio de
conformaciones de la estructura tridimensional de las proteinas se ha tratado de
solucionar este problema fundamental de la biologia, para ello se han utilizado
procedimientos de diferente naturaleza. Estos se pueden agrupar asi: en aquellos que

parten de conformaciones aleatorias y simulan el proceso de plegamiento de una
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proteina; en los que realizan el ensamblaje de fragmentos; y otros que combinan los dos

anteriores [18].

Dentro del grupo de métodos que realizan la simulacion del proceso de plegamiento se
encuentran aquellos que buscan minimizar la energia hasta encontrar el minimo global.
Entre ellos se distinguen los algoritmos evolutivos, los cuales tienen como base una
poblacion que avanza a través de generaciones sucesivas en las que los individuos
evolucionan por operaciones genéticas (tales como cruce y mutacién) con el objetivo de
garantizar diversidad durante la exploracion. Se caracterizan porque el tamano de la
poblacion es invariable durante la ejecucién del algoritmo y por seleccionar a los mejores

individuos del conjunto de soluciones de acuerdo con su nivel de aptitud o fitness [36].

Del mismo modo se han usado los algoritmos evolutivos multiobjetivo, que buscan
optimizar mas de un objetivo en la funcién fitness, para ello se tiene en cuenta la
eficiencia de Pareto. Se ha comprobado que su desempeno es alto debido a que el
plegamiento de las proteinas relaciona mas de una variable de decisiobn como son las

energias de enlace y las energias de no enlace, entre otras, como se muestra en [37].

También se han utilizado algoritmos de inteligencia computacional como la optimizacion
por colonia de hormigas (ACO), que es un proceso iterativo en el que una poblacién de
agentes (hormigas) construye repetidamente una solucién candidata. Se caracteriza por
el uso de una memoria compartida en la cual se almacena la experiencia de las hormigas
(caminos visitados) en las iteraciones anteriores con el propésito de tener los rastros de
feromonas. Este procedimiento ha mostrado buen rendimiento en la prediccion de la
estructura terciaria de las proteinas, pero depende de la funcién heuristica y la
actualizacion de las feromonas, la cual puede llegar a un minimo local y mostrarlo como

el 6ptimo global [38].

Por otro lado se encuentran los métodos que reducen el espacio de conformaciones a
través de predicciones de estructuras locales y que modelan la estructura de las
proteinas mediante el ensamblaje de fragmentos como Rosetta, o mediante el
reconocimiento de plegamientos en el PDB para luego ser ensamblados como lo hace |-
TASSER. Estos métodos se caracterizan por utilizar un método de Monte Carlo para

construir los modelos tridimensionales, es decir, integrar los fragmentos para generar una
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conformacion [39]. Algunos de estos métodos utilizan una representacién reducida
inicialmente con el objetivo de disminuir el espacio de conformaciones; posteriormente,
usan una representacion completa (todos los atomos) y realizan agrupaciones de

acuerdo a las similitudes entre las conformaciones [40].

2.3 Critical Assessment of Techniques for Protein
Structure Prediction (CASP)

Es una competencia de prediccion de estructuras de proteinas que se cre6 en 1994 y se
ha realizado cada dos afios desde ese momento, actualmente se encuentra en su
version CASP11. Se origind con el propédsito de motivar a los grupos de investigacion del
mundo dedicados en este tema a mostrar sus avances a través de la evaluaciéon de la

precision del método propuesto como solucién del problema [28].

La competencia se clasifica en diversas categorias de acuerdo con el problema que se
quiere abordar: prediccion de dominios, prediccibn de la estructura secundaria,
prediccion de los mapas de contactos, reconocimiento del plegamiento, prediccion de la

estructura terciaria y prediccion de la funcion de una proteina.

En la prediccién de la estructura terciaria de las proteinas, esta competencia consiste en
proveer a los concursantes de unas secuencias de aminoacidos de unas proteinas a las
cuales se les ha encontrado la estructura tridimensional a través de cristalografia de
rayos X o resonancia magneética nuclear, pero cuyas estructuras no han sido publicadas.
Posteriormente, se comparan las estructuras generadas por los métodos contra las
estructuras reportadas por medio de un alineamiento estructural. Esta evaluacién se lleva
a cabo teniendo en cuenta la naturaleza del método, es decir, si es de homologia,
threading o ab initio. Finalizada la evaluacion de la calidad de cada uno de los métodos
propuestos, se genera una tabla con los resultados obtenidos, dando de este modo a un

grupo como el ganador del evento [3].

El problema de la prediccién de la estructura terciaria de las proteinas cuenta con un
conjunto de datos que puede ser utilizado para comparar los diferentes métodos que
solucionan el problema. Este conjunto de datos puede ser descargado de la siguiente

pagina web: http://predictioncenter.org/.



3.Metodologia propuesta

En este capitulo se presentan el modelo y la metodologia propuestos para la busqueda
de conformaciones de la proteina objetivo. La combinacién de métodos de inteligencia
computacional que se utilizan para el desarrollo del modelo propuesto es un algoritmo

hibrido multiobjetivo de busqueda dispersa.

El modelo propuesto consiste de dos etapas, en la primera se genera un modelo inicial
para la secuencia objetivo mediante el uso de bibliotecas de fragmentos, mientras que en

la segunda se realiza un refinamiento de esta conformacion.

A continuacién se presenta en detalle cada una de las etapas mencionadas
anteriormente y se hace un analisis de la complejidad computacional del algoritmo
AbYSS usado.

3.1 Generacion del modelo inicial

Con el objetivo de reducir el espacio de conformaciones para encontrar la estructura
nativa de una proteina, se utiliza la técnica de ensamblaje de fragmentos a través de
PyRosetta, la cual es una herramienta de software de modelamiento molecular que
permite generar estructuras de proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos
mediante el uso de la técnica usada por Rosetta, que esta fundamentada en que una
region local del backbone de una conformacién con baja energia es el resultado de una

secuencia local.

De acuerdo con lo anterior, un fragmento es un segmento de secuencia que reemplaza
los valores de los angulos de torsion para un conjunto consecutivo de residuos. Los
fragmentos son derivados de una base de datos de fragmentos de baja energia para esa

secuencia de residuos, conocida como biblioteca de fragmentos.
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Se utilizan dos tipos de fragmentos de acuerdo con su tamano; estos son 3-meros

(tamano 3) y 9-meros (tamano 9).

El método para la generacién de la biblioteca de fragmentos involucra la bisqueda de un
conjunto no redundante en el PDB de las 100 mas altas frecuencias de fragmentos que
contienen un perfil de secuencia similar con la secuencia de busqueda (secuencia

objetivo de estudio) de fragmentos.

Para este caso se utilizé el servidor de prediccion de estructuras de proteinas Robetta,
que se encarga de generar las bibliotecas de fragmentos de tamafio 3 y 9 para una

secuencia de aminoacidos.

Posteriormente, se genera un modelo a partir de la secuencia de aminoacidos,
ejecutando un programa (script) que se ejecuta en PyRosetta, en el cual se realizan
perturbaciones cortas (3-meros) y grandes (9-meros) en el backbone de acuerdo a las
bibliotecas de fragmentos. A partir de esos movimientos en el backbone se optimiza el
modelo a través de un método de Monte Carlo mediante la funciéon de energia
Talaris2013 que se explica en secciones posteriores. Finalmente, se obtiene un modelo
que sera insumo de la etapa dos. En la Figura 3-1 se observa el esquema general de la

metodologia propuesta.

Figura 3-1: Metodologia propuesta
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3.2 Refinamiento y optimizacién del modelo generado

Para finalizar el proceso de prediccion de la estructura de una proteina objetivo se realiza
el refinamiento de la estructura generada en la etapa anterior a través de un algoritmo
hibrido de busqueda dispersa que se encarga de explorar e intensificar la busqueda en el
espacio de conformaciones. Esta etapa se caracteriza por tener un sistema de

representacion de las proteinas, un algoritmo de busqueda y una funcién de puntuacion.

3.2.1 Sistema de representacion de las proteinas

Para modelar computacionalmente una proteina se debe tener un sistema de
representacion. Como resultado de la etapa anterior se genera un modelo preliminar de
la proteina a través de un archivo PDB, que contiene las coordenadas cartesianas (X, Y,

z) de cada uno de los atomos de los aminoacidos presentes en la proteina.

Figura 3-2: Representacion cartesiana a nivel atdmico de las proteinas.

PIX.Y.Z]

Los atomos son representados como puntos en el espacio (imagen tomada de [41])

Sin embargo, para realizar modificaciones estructurales en la proteina se utiliza otra
representacion, debido a la dificultad que se presenta al realizar cambios en los angulos
de torsion de la estructura. Por tal motivo se utiliza una representacién trigonométrica de
las proteinas, también llamadas coordenadas internas o Matriz Z, que definen la posicion
de un atomo como la distancia de enlace con otro atomo, el angulo que se forma entre
dos enlaces y el angulo de torsién con un atomo presente en otro plano. En la Figura 3-3

se muestra esta representacion.
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Figura 3-3: Representacion trigonométrica a nivel atobmico de las proteinas

b)

a) Distancia del enlace conformado entre los atomos i, j. b) Angulo formado entre los enlaces de
los 4tomos i, j, k. ¢) Angulo de torsién formado entre el plano conformado por los atomos i, j, k y el
plano en el que se encuentra el atomo /. (imagen tomada de [41])

La representacion trigonométrica es computacionalmente tratada a través de una matriz

de coordenadas internas con la siguiente informacion:

. _ , Longitud | . Angulo Atomo Angulo
Secuencia | Tipo de | Atomo Atomo
) ) del ] del de de
de atomos | atomo enlace angulo . .
enlace enlace torsion torsion

Sin embargo, los calculos de energia se realizan a través de las coordenadas
cartesianas, por lo que se llevan a cabo las conversiones respectivas entre ambos tipos

de representaciones.

3.2.2 Algoritmo de busqueda

El método de busqueda utilizado es una implementacién del algoritmo de busqueda
dispersa multiobjetivo hibrido llamado AbYSS (A Hybrid Scatter Search), el cual usa
operadores de cruce y mutacion durante la evolucién de las soluciones; es decir, es un
hibrido entre busqueda dispersa y algoritmos genéticos. En la Figura 3-4 se observa el
funcionamiento del algoritmo, el cual esta compuesto por una poblaciéon P y un conjunto

de referencia por un conjunto de métodos que se encargan de realizar la exploracién y la
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intensificacion en el espacio de busqueda, y un archivo externo que contendra las

mejores soluciones halladas en cada iteracion [42].

Los métodos que describen el algoritmo son: el método para la generacion de soluciones
diversas, el método de mejora, el método de actualizacion del conjunto de referencia, el
método de generacion de subconjuntos, y el método de combinacién de soluciones, los

cuales se explican a continuacion [42].

Figura 3-4: Esquema del algoritmo AbYSS

Método de diversifi

é » Método de mejora $ >O > “

Fase de inicializaciéon

4
Método de . .
O » Método de mejora DO ®  actualizacién del . Método de mejora
A ) conjunto de
Parar si referencia : 4
alcanza .
Método de combinacién de limite de
soluciones iteraciones v
x A
Método de
04 generacién de < «
subconjuntos
. Flujo principal de busqueda dispersa Conjunto de referencia
No hay mas
soluciones
nuevas
»| Método de diversificacion »O)

(imagen adaptada de [42])

Método de generacion de soluciones diversas: es un método basado en la divisién del
intervalo de las variables de decisién en un numero de subintervalos de igual tamafio. El
valor de cada variable de decision es generada en dos pasos, primero se elige un
subrango de la variable aleatoriamente, la probabilidad de seleccionar ese subrango es
inversamente proporcional a la frecuencia (numero de veces que el subrango ha sido

seleccionado). Luego, se genera un valor aleatorio con el intervalo de seleccion [42].

Método de mejora: es un método de busqueda local al cual se le adiciona el operador
mutacion. Se hace una copia de la solucion a la cual se le realiza una mutacion, luego se

compara la solucién copia contra la original con el propdsito de determinar cual es mejor.
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Para ello se realiza una prueba de violacion de restricciones y una prueba de dominancia

de Pareto, con el objetivo de elegir una solucion factible y mejorada [42].

Método de actualizacién del conjunto de referencia: el conjunto de referencia es una
coleccion que contiene soluciones diversas y de alta calidad. Esta conformado por dos
subconjuntos llamados RefSet1 y RefSet2, de tamanos p y q, respectivamente. El
subconjunto RefSet1 contiene las soluciones con mejor calidad de P, es decir, individuos
que tienen un mejor fitness; mientras que el subconjunto RefSet2 tiene las soluciones
con mayor diversidad de P, es decir, que la distancia euclidiana con otras soluciones es
alta [42].

Una solucién es incluida en el conjunto de referencia si se satisfacen las siguientes
condiciones: el nuevo individuo debe tener un mejor valor en la funcién objetivo con
respecto al peor valor del RefSet1, también debe tener mejor valor de distancia con el

conjunto de referencia que el individuo con peor valor de distancia del RefSet2 [42].

Cuando una solucién no es dominada por el RefSet1, esta se inserta en el conjunto de
referencia sélo si este no esta completo. Es decir, esta solucién debe dominar al menos a
un individuo del conjunto de RefSet1. Si esta condicion no se cumple, el individuo es

insertado en el archivo externo [42].

Método de generacion de subconjuntos: es el encargado de generar subconjuntos de
individuos con el objetivo de crear nuevas soluciones mediante el método de
combinacion. Este método genera pares de individuos que pertenecen a RefSet1 y, por

otro lado, pares de individuos que pertenecen a RefSet2 [42].

Método de combinacién de soluciones: se realiza una combinacion pareada de individuos

a través del operador de cruce [42].

Archivo externo: contiene el registro historico de las soluciones no dominadas
encontradas durante la busqueda, intentando, a la vez mantener aquellas que producen

una mejor distribucion en el frente de Pareto [42].
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Descripcion del algoritmo AbYSS

Inicialmente, el método de generacién de soluciones diversas es invocado para generar
soluciones iniciales, cada una de ellas ejecuta el método de mejora; como resultado se
obtiene el conjunto inicial P. Posteriormente se realiza el siguiente proceso durante un
numero determinado de iteraciones: primero se crea el conjunto de referencia, se llama el
método de generacion de subconjuntos, y se ejecuta el bucle principal hasta cuando no
se generen mas subconjuntos. Después, hay una fase de reinicio que consta de tres
pasos. Primero, los individuos en RefSet1 se insertan en P; segundo, los n mejores
individuos del archivo externo, se mueven también a P; vy, tercero, se usan el método de
generacion de soluciones diversas y el método de mejora para producir nuevas
soluciones hasta completar P [42]. Los parametros de ejecucion del algoritmo son los

siguientes:

e Tamafo de la poblacién

e Tamano del conjunto de referencia 1 (RefSet1)
e Tamano del conjunto de referencia 2 (RefSet2)
e Tamarno del archivo

e Numero total de evaluaciones

e Probabilidad de cruce

e Distribucién de probabilidad del cruce

e Probabilidad de mutacion

o Distribucion de probabilidad mutacién

e Archivo PDB generado en la etapa anterior

Para el problema de la prediccion de la estructura de las proteinas, primero se lee el
archivo PDB generado en la etapa anterior con el propdsito de generar las coordenadas
internas de la proteina; para ello se utilizan los programas PDBXYZ y XYZINT del
software TINKER. Para la ejecucion de estos programas es necesario partir de un
archivo PDB para generar un archivo .XYZ, que posteriormente sera utilizado para crear

un archivo .INT con las coordenadas internas de la proteina.

Luego se asignan las variables de decision del problema, que son los valores que
pueden modificarse para obtener distintos valores de la funcién de puntuacion. En este

caso los angulos de torsion del backbone de la proteina son las variables de decision, ya
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que los cambios estructurales se van a realizar en el backbone y no se tendran en cuenta

las cadenas laterales.

El numero total de variables de decisién se determina de la manera que se describe a

continuacion; asi mismo, en la Figura 3-5 se muestra un ejemplo de este proceso.

1. Predecir la estructura secundaria de la secuencia objetivo a través del software de

predicciones de estructuras secundarias PSIPRED.

2. Conocer las estructuras secundarias formadas en el modelo de la etapa anterior

mediante el software PyRosetta.

3. Comparar las estructuras secundarias de cada residuo obtenidas en PSIPRED
contra las conseguidas en el modelo de PyRosetta. En caso de que las estructuras
secundarias sean iguales para ese residuo, los angulos ¢ y W de esos residuos no
seran modificados (s6lo aplica cuando la estructura secundaria es una hélice a o una
lamina B); en otro caso, se varian de acuerdo con los rangos de valores establecidos

para las estructuras secundarias como se muestra en la Tabla 3-1.

4. El numero de variables de decision es el siguiente:

NumVar = 2 x (NumResiduos - NumResSS - 2) (3-1)

donde numVar es el numero de variables de decision, NumResiduos es el total de
residuos de la secuencia objetivo, NumResSS es la cantidad de residuos con estructura

secundaria idéntica obtenida de la comparacion hecha en un paso anterior.

Al tamafo de la secuencia se le restan los residuos que contienen estructura secundaria
idéntica y también se le restan dos residuos que corresponden al primero y al ultimo de la
secuencia, ya que estos soélo poseen un angulo de torsion. El resultado de esta operacién

es multiplicado por dos, ya que por cada residuo hay un angulo ¢ y V.
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Tabla 3-1: Rango de los angulos ¢ y W en las estructuras secundarias
Estructura Secundaria (0) Y
Heélice Alfa [-67,—39] [-57,—16]
Lamina Beta [—130,—110] [110,130]
Loop [—180,180] [—180,180]

(tabla tomada de [43])
Figura 3-5: Variables de decision

Secuencia de aminoacidos Modelo PyRosetta

[efofv[afn]a]

1 2 3 4 5 6

| |

Estructura secundaria PSIPRED Estructura secundaria PyRosetta
(nlefefue]nfn] (ol fefefnf]
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Residuos con estructura secundaria idéntica

5

Residuos a los cuales modificar sus angulos ¢ y ¥ de
acuerdo a su estructura secundaria

Le v
2 3 4
Tamano secuencia = 6 Variables de decision =2 X (6-1-2)=6

Residuos idénticos SS = 1

3.2.3 Funcion de evaluacion

La funcion de energia que se escogié para evaluar la calidad de la estructura fue
Talaris2013, la cual es la funcién de energia utilizada por el predictor de estructuras de
proteinas Rosetta. Esta funcidn se caracteriza por ser una combinacion lineal de términos
qgue modelan la interaccion de fuerzas entre atomos, efectos solventes y energias de
torsion [44]. En la Ecuacion 3-2 se observa que la funcion de energia asigna un peso a

cada uno de los términos de la misma.

E(CIw.0)= 3w Tj(Cle)) (3-2)
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La energia total del sistema para una conformacién molecular C estd compuesta por

términos de energia T; con parametros 6; y un peso w;.

Los pesos de los términos son establecidos en el archivo de parametros de la funcion de

energia y varia de acuerdo con el tipo de residuo.

Los términos de la funcion de puntuacion se organizaron en dos grupos para constituir
los objetivos del algoritmo AbYSS, ya que este método es multiobjetivo. En el primero se
agruparon los términos de no enlace, los cuales son los relacionados con puentes de
hidrogeno, los puentes de disulfuro, las atracciones y repulsiones de Lennard-Jones, la
energia de solvatacion, el potencial electrostatico y los enlaces de disulfuro. Por otro
lado, el segundo esta compuesto por términos relacionados con los angulos de torsién y
la geometria de la conformacion como son las preferencias de Ramachandran,
preferencias del angulo omega, energia interna de los rotdmeros, probabilidad de los

angulos ® y ¥, y energia de referencia de cada aminoacido.

Las ecuaciones de los términos mencionados anteriormente se encuentran en el Anexo
A.

3.3 Complejidad computacional del algoritmo AbYSS

Para el analisis de la complejidad computacional del algoritmo AbYSS se tiene en cuenta
el peor de los casos y se analiza a través de la cota superior asintética, también llamada

O Grande, que se define como [47]:

f(n): existen constantes positivas c y n, tales que }
0<f(n) <cgn)paratodan =n,

0(9(m) =

donde f(n) es una funcién que pertenece a O(g(n)) y se encuentra entre 0 y la funcién
g(n).
Dado que el algoritmo AbYSS estd compuesto por dos fases (inicializacion y bucle

principal) se hizo el analisis de cada una, con el objetivo de escoger la de mayor valor

como la complejidad del algoritmo.
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Para determinar la complejidad se establecieron las siguientes variables, las cuales se

usan en las fases de dicho algoritmo:

P: nimero de individuos de la poblacién

I: nimero de iteraciones

S: tamano del subconjunto de referencia 1

S2: tamano del subconjunto de referencia 2

a: numero de atomos de una proteina

t: nimero de angulos de torsion = ( 2 * cantidad total de aminoacidos) - 2

f(talaris): funcion de puntuacién Talaris2013 (sujeta al orden de crecimiento de la

codificacion de la funcion)

A continuacién se hace un analisis de la complejidad de los términos que componen la

funcién de puntuacioén Talaris2013, cuyas féormulas se encuentran en el Anexo A.

e Lennard Jones : O(n?)
¢ Rama: O(n)
e Puentes de hidrégeno: O(n?)

e Solvatacién: O(n?)

e Pair: O(n?)
e Dun: O(n)
e Ref: O(n)

De acuerdo al analisis realizado, la funcion Talaris2013 es de orden cuadratico.

3.3.1 Fase de inicializacion

Para determinar la complejidad de esta etapa se tuvo en cuenta la codificacién de los
meétodos de diversificacion y mejora, ya que estos son utilizados para generar la
poblacion inicial del algoritmo. Al revisar este proceso se establecid que depende
directamente del tamafo de la poblacion, ya que para cada individuo de la poblacién se

ejecutan los métodos mencionados anteriormente. Asi mismo, se identific6 que hay un
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procesamiento de datos que se realiza en cada individuo, porque en este se almacenan
las coordenadas cartesianas de los atomos que componen la proteina, los cuales son
accedidos y modificados mediante la lectura y escritura de los archivos PDB, XYZ e INT,
gracias a la modificacion de los angulos de torsion. También se evidencio que se realiza

la ejecucion de la funcion de puntuacion en cada uno de los métodos de esta fase.
De acuerdo con lo anterior, la complejidad de esta fase esta dada por:

O(P * (t + a + f(talaris))

Complejidad que es de orden cuadratico, ya que la complejidad de la funcion Talaris2013
es la de mayor crecimiento. Asi mismo, se supone que la codificacion de la misma esta

en dicho orden.

3.3.2 Fase del bucle principal

Para determinar la complejidad de esta etapa se tuvo en cuenta la codificacién de los
métodos de actualizacion del conjunto de referencia, de generacion de subconjuntos, de
combinacion de soluciones y de mejora, los cuales son usados en el bucle principal del
algoritmo AbYSS.

Al analizar esta etapa se observa que los métodos mencionados dependen del nimero
de iteraciones y del tamafio de la poblacién, ya que se ejecutan hasta determinado

numero de iteraciones y para cada uno de los individuos de la poblacion.

Con respecto a la poblacién del conjunto de referencia, esta se distribuye en los
subconjuntos de referencia 1 y 2 mediante el ordenamiento de los individuos con mejor
puntuacion y los mas diversos, respectivamente. Igualmente, se identifico que el
procesamiento de datos y la ejecucion de la funciéon de puntuacion mencionada en la
fase anterior se llevan a cabo en el bucle principal en el método de generacién de

subconjuntos.
De acuerdo con lo anterior, la complejidad de esta fase esta dada por:

O(I * (5% + Plog, P + f(talaris))

o Al igual que el caso de la fase anterior, los términos son de menor orden con

respecto a la funcion Talaris2013; por tanto, se establece que la complejidad del
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algoritmo utilizado es de orden cuadratico en funcion del nimero de atomos y de
residuos de la proteina, en el calculo de las funciones de Lennard Jones, puentes

de hidrégeno, solvatacion e interacciones electrostaticas.






4.Experimentacion y resultados

En este capitulo se presentan la experimentacién y los resultados obtenidos utilizando el

modelo propuesto.

Las proteinas seleccionadas para la experimentacion fueron tomadas del Protein Data
Bank, con el propésito de tomarlas como punto de referencia para comparar los
resultados obtenidos con las proteinas reportadas experimentalmente. En la Tabla 4-1 se

describe el conjunto de datos utilizado.

Tabla 4-1: Conjunto de datos utilizado en la experimentacion

Tamaino secuencia
Identificador PDB Método Experimental

de aminoacidos

1CRN 46 Cristalografia de rayos X
2KBQ 80 Resonancia Magnética Nuclear
1ROP 93 Cristalografia de rayos X
2MQL 105 Resonancia Magnética Nuclear

De las anteriores proteinas se obtuvo la secuencia de aminoacidos en formato FASTA

publicada en el sitio web del Protein Data Bank.

El lenguaje de programacion usado en la implementacién del modelo propuesto fue Java.

Los parametros utilizados en la ejecucion del algoritmo se observan en la Tabla 4-2.
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Tabla 4-2: Parametros usados en la ejecucion del procedimiento propuesto

Parametro Valor
Secuencia de aminoacidos Secuencia ingresada
Biblioteca de fragmentos de tamafio 3 | Archivo generado en Robetta
Biblioteca de fragmentos de tamafio 9 | Archivo generado en Robetta
Estructura secundaria PSIPRED Secuencia obtenida en PSIPRED
Tamano del conjunto de referencia 20
Tamafio del conjunto de referencia 1 10
Tamafio del conjunto de referencia 2 5
Numero total de evaluaciones 100000
Probabilidad de cruce 0.9
Probabilidad de mutacion 1 / ndmero de variables de decision
Tamafio del archivo 5

Los valores de los parametros de ejecuciéon del algoritmo se tomaron con base en el
articulo sobre el algoritmo AbYSS [42], en el cual se recomienda tener un conjunto de
referencia de 20 individuos y el conjunto de referencia 1 de mayor tamafio con respecto
al conjunto de referencia 2, con el propésito de intensificar la explotacion y reducir la
exploracion; asi mismo, sugieren una probabilidad de cruce de 0.9 y una probabilidad de
mutacion de 1/n, donde n es la cantidad de variables de decision; el numero total de
evaluaciones se establecié en 100000, ya que en la etapa 1 se obtiene un modelo de la
estructura de la proteina por medio de ensamblaje de fragmentos. Asi mismo, el valor de
estos parametros fue validado mediante la ejecucion del algoritmo con distintos valores

en los que se comprobd el comportamiento de los mismos. El tamafo del archivo de



Capitulo 4 Experimentacion y resultados 55

resultados de AbYSS contiene las mejores cinco soluciones halladas durante la ejecucién

del algoritmo.

Los resultados obtenidos fueron comparados con la estructura tridimensional
experimental reportada en el PDB, y las estructuras predichas por los servidores de
prediccion de estructuras de proteinas I-TASSER y QUARK. Se escogieron estos
servidores, teniendo en cuenta que el primero permite excluir de las plantillas las
proteinas objetivo, es decir, aquellas que son objeto de estudio. Mientras que el segundo

es un servidor ab initio que no usa plantillas.

Cada modelo obtenido se visualizd usando UCSF Chimera [48] y los resultados

obtenidos se analizaron teniendo en cuenta las siguientes medidas de desempefio:

¢ RMSD C,: valor obtenido al comparar los C, de la estructura predicha con la
estructura reportada experimentalmente en el PDB. El valor del RMSD se calculd
con el servidor SuperPose [49]. Los valores del RMSD son calculados mediante la

siguiente formula [12]:

2
RMSD = j Zico(ix = Bi)® + (Aiy — Biy)” + (Ais — Bir)”
n

donde A y B son las estructuras a comparar, n es el niumero de atomos
equivalentes, A4;, es la posicion en el eje x del atomo / de la estructura A, B;, es la
posicion en el eje x del atomo / de la estructura B, 4;, es la posicion en el eje y del
atomo i de la estructura A, By, es la posicion y del atomo i de la estructura B, 4;, es
la posicion z del atomo i de la estructura A, y B;, es la posicion z del atomo i de la

estructura B.

e RMSD local: valor obtenido al comparar estructuras secundarias estables (hélices
alfa y laminas beta) de la proteina predicha y la proteina determinada
experimentalmente. El valor RMSD local se calcul6 con el programa SuperPose [49]

teniendo en cuenta los residuos en los que se presentaron estas estructuras.

e Validacion de la estructura generada mediante el software Protein Structure
Validation Suite (PSVS) [50], que usa otras herramientas como PROCHECK,

Molprobity, Verify3D, entre otras; para realizar los siguientes analisis:
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Analisis de estructuras secundarias.

Grafico de Ramachandran: permite comparar la cantidad de residuos ubicados en
regiones permitidas. Los graficos fueron generados mediante el servidor Rampage
[51]. Este muestra cuatro graficos de Ramachandran de acuerdo con el tipo de
residuo; el primero es un esquema general en el cual se representan los angulos de
torsion de los residuos que no son glicina, ni prolina, ni residuos que son
inmediatamente anteriores a la prolina; el segundo muestra los residuos tipo glicina;
el tercero expone los pre-prolinas, es decir, residuos que preceden una prolina en la

secuencia; Y el cuarto presenta los residuos de tipo prolina.

Puntuacion de calidad global: se evalua la compatibilidad del modelo atdmico con
respecto a su secuencia de aminoacidos mediante el software Verify3D; mientras
que con el software Prosa |l se modela una representacion reducida de la energia de
los pares de interacciones de la separacion espacial de los atomos Cg de residuos
locales; del mismo modo, con Procheck (phi-psi) y Procheck (all) se analiza la
estereoquimica de la estructura para los angulos de torsion, mediante el valor del G-
Factor que provee una medida inusual de una propiedad, en el cual si un valor es
menor a -0.5 se identifica como inusual, y si el valor es menor a -1.0 es altamente
inusual; por tanto un valor positivo indica una mejor puntuacién; asi mismo, se hizo
un analisis de los posibles golpes estéricos mediante el software MolProbity y su
métrica Clashscore, la cual toma en cuenta superposiciones estéricas de 0.4A o
superiores entre atomos no enlazados. También se tienen en cuenta los contactos
cercanos y desviaciones de la geometria ideal, mediante la distancia cuadratica
media de distancias y angulos entre enlaces; se define un contacto cercano como
aquella distancia menor a 2.2A para atomos pesados y 1.6A para atomos de
hidrogeno. Asi mismo, la desviacion cuadratica media de la distancia de enlaces
covalentes se establece en 0.010A y para angulos en 0.4° esto se establecio de
acuerdo con el promedio de los valores RMSD de todos los enlaces y los angulos
relacionados con el valor estandar para aminoacidos (diccionario). Todo enlace
covalente y angulo que se extienda seis veces el valor del RMSD estandar del

diccionario es considerado un valor atipico.



Capitulo 4 Experimentacion y resultados 57

Con las anteriores medidas se obtienen dos tipos de puntacion: el primero es el valor
medio de los valores obtenidos en cada residuo, mientras que el segundo es el Z-
score, mediante el cual se puede establecer que los datos obtenidos se situan por

encima o por debajo de la media.

4.1 Resultados obtenidos con la proteina 1CRN

La proteina 1CRN esta compuesta por 46 residuos y se clasifica como una proteina de
plantas. Su estructura fue predicha a través de cristalografia de rayos X. Es una proteina
que se origina en el organismo Crambe hispanica subespecie abyssinica y se caracteriza
por no tener asignada una funcién bioquimica; su proceso bioldgico es la respuesta de
defensa, que consiste en reacciones a la presencia de cuerpos extrafios o a la ocurrencia
de una lesion, que dan como resultado dafos en el organismo atacado o la
prevencion/restauracion de la infeccion causada por el ataque. Su componente celular se
ubica en la regidn extracelular, la cual corresponde al espacio externo de la estructura de
la célula. Para células que no poseen una proteccion externa se refiere al espacio

exterior de la membrana plasmatica [52].

El dominio de la secuencia a la cual pertenece es Thionin y el dominio de su estructura

es Crambin-like.
En la base de datos CATH, se clasifica de la siguiente manera:

e Clase: Alpha Beta

e Arquitectura: sandwich de 2 capas (2-layer sandwich)
e Topologia: Crambin

e Homologia: Crambin-like

Mientras que en la base de datos SCOP la clasificacién es del siguiente modo:

o Clase: proteina pequefa
e Pliegue: Crambin-like

e Superfamilia: Crambin-like

En la Figura 4-1 se muestra el modelo experimental reportado en el PDB, y los modelos
generados por los procedimientos mencionados previamente, mientras que en la Tabla

4-3 y en la Tabla 4-4 se muestran los valores RMSD de las estructuras generadas en
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comparacion con la reportada experimentalmente. La estructura terciaria de esta proteina

se caracteriza por tener dos hélices alfa entre los residuos 7-17 y 23-30; mientras que en

los residuos 2-3 y 33-34 se exhiben dos laminas beta.

Tabla 4-3: Resultados obtenidos con la secuencia de la proteina 1CRN

Servidor RMSD Ca (A)
AbYSS 4.22
QUARK 3.33
I-TASSER 9.16
Tabla 4-4: RMSD local de la proteina 1CRN
RMSD
Residuos (A)
Local Ca
Servidor 2-3 717 23-30 33-34 (A)
ABYSS 0.49 0.21 0.3 0.16 1.16
QUARK 0.45 0.19 0.24 0.34 1.22
I-TASSER 0.68 25 1.82 0.55 5.55
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Figura 4-1: Modelos generados para la proteina 1CRN

Experimental

%) &
.

y
o
1520y
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Datos de validacion de la estructura generada:

Estructuras secundarias: se obtuvieron de la estructura generada dos hélices alfa entre

los aminoacidos 7-17 y 23-30; no hay laminas beta, como se observa en la Figura 4-2.

Figura 4-2: Elementos de estructuras secundarias de la proteina predicha 1CRN

10 15 20 25

30 is5 40 45

TTCCPS IVARSNFENVCRLPGTIPEAICATYTGCINIPOGATCOCPGDY AN

Grafico de Ramachandran: en el que se muestra en la Figura 4-3 se observa que los
angulos de torsién de los residuos se encuentran en zonas destacadas, es decir, el 100%
de los residuos estan en zonas favorables. De acuerdo con las estructuras secundarias
presentes en la estructura de esta proteina, se observa que los angulos se ubican en el
rango de angulos permitido para las hélices alfa y las laminas beta. También se puede

establecer que no se presentan valores atipicos en el grafico.
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Figura 4-3: Grafico de Ramachandran para la estructura de la proteina 1CRN
generada por el algoritmo AbYSS
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Puntuacién de calidad global de la estructura del modelo experimental reportado en el

PDB:

Tabla 4-5:
proteina 1CRN

Resultados obtenidos con el modelo experimental reportado para la

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.26 0.31 0.18 0.16 0
Z-score -3.21 -1.41 1.02 0.95 1.53

Numero de contactos cercanos: 0
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RMSD para angulos de torsién: 2.4°
RMSD para longitud de enlaces: 0.023 A

Puntuacién de calidad global de la estructura modelo generado mediante el método
AbYSS:

Tabla 4-6: Resultados obtenidos con el modelo generado para la proteina 1CRN

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.12 -0.47 0.26 -0.42 313.08
Z-score -5.46 -4.63 1.34 -2.48 -52.20

Numero de contactos cercanos: 50
RMSD para angulos de torsién: 0.5°

RMSD para longitud de enlaces: 0.008 A

4.2 Resultados obtenidos con la proteina 2KBQ

La proteina 2KBQ estd compuesta por 80 residuos y se clasifica como una proteina
estructural. Su estructura fue predicha a través de RMN vy, por tanto, posee varios
modelos tridimensionales. Para realizar las respectivas comparaciones y superposiciones
estructurales se utiliz6 el modelo 1. Es una proteina que se origina en el humano (Homo
sapiens) y se caracteriza por no tener asignado un proceso bioldgico bioquimico, ni una

componente celular [52].

El dominio de secuencia al cual pertenece es Harmonin y no presenta dominios de

estructura.
No posee anotaciones en las bases de datos CATH y SCOP.

En la Figura 4-4 se muestran el modelo experimental reportado en el PDB, y los modelos
generados a través de métodos computacionales. La estructura terciaria de esta proteina
se caracteriza por tener cinco hélices alfa entre los residuos 5-16, 20-36, 39-50, 59-65 y
68-77.
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Tabla 4-7: Resultados obtenidos con la secuencia de la proteina 2KBQ

Servidor RMSD Ca (A)
AbYSS 4.42
QUARK 4.09
I-TASSER 1.95
Tabla 4-8: RMSD local de la proteina 2KBQ
Residuos (A)

Servidor 5-16 | 20-36 | 39-50 | 59-65 | 68-77 |RMSD Local Ca (A)
ABYSS 169 | 057 | 0.85 | 0.39 | 0.66 4.16
QUARK 0.61 | 0.75 | 041 | 042 0.7 2.89
I-TASSER 043 | 041 | 042 | 0.27 0.3 1.83




Capitulo 4 Experimentacion y resultados 63

Figura 4-4: Modelos generados para la proteina 2KBQ

Experimental

AbYSS QUARK

Datos de validacion de la estructura generada:

I-TASSER

Estructuras secundarias: se obtuvieron de la estructura generada seis hélices alfa entre
los aminoacidos 2-12, 14-17, 20-35, 39-51, 55-62 y 68-77 como se observa en la Figura
4-5.

Figura 4-5: Elementos de estructuras secundarias de la proteina predicha 2KBQ
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Grafico de Ramachandran: de acuerdo con la Figura 4-6, se puede establecer que el
100% de los angulos de torsién se encuentran en zonas favorecidas. De acuerdo con las
estructuras secundarias presentes en la estructura de esta proteina, se observa que los
angulos se ubican en el rango de angulos permitido para las hélices alfa, que es la
estructura secundaria predominante en la proteina. También se observa que no se

presentan valores atipicos en el grafico.

Grafico de Ramachandran para la estructura de la proteina 2KBQ
generada por el algoritmo AbYSS

Figura 4-6:
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Puntuacién de calidad global de la estructura del modelo experimental reportado en el
PDB:

Tabla 4-9: Resultados obtenidos con el modelo experimental reportado para la
proteina 2KBQ

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.27 0.49 0.03 -0.64 38.4
Z-score -3.05 -0.66 0.43 -3.78 -5.06

Numero de contactos cercanos: 0
RMSD para angulos de torsion: 0.3°
RMSD para longitud de enlaces: 0.002 A

Puntuacién de calidad global de la estructura modelo generado mediante el método
AbYSS:

Tabla 4-10: Resultados obtenidos con el modelo generado para la proteina 2KBQ

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.02 0.15 0.51 -0.98 581.13
Z-score -7.06 -2.07 2.32 -5.8 -98.2

Numero de contactos cercanos: 437
RMSD para angulos de torsién: 0.4°

RMSD para longitud de enlaces: 0.010 A

4.3 Resultados obtenidos con la proteina 1ROP

La proteina 1ROP esta compuesta por 63 residuos y se clasifica como una proteina de
regulacion de la transcripcion. Su estructura fue predicha a través de cristalografia de

rayos X. Es una proteina que se origina en el organismo Escherichia coli y se caracteriza
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por no tener asignada una funcion bioquimica ni una componente celular; su proceso

bioldgico es la regulacion de la transcripcién [52].

El dominio de la secuencia a la cual pertenece es a las proteinas reguladoras Rop vy el

dominio de su estructura es Helix Hairpins.
En la base de datos CATH se clasifica de la siguiente manera:

e Clase: Mainly Alpha
e Arquitectura: Orthogonal bundle
e Topologia: Helix Hairpins

¢ Homologia: Helix Hairpins
Mientras que en la base de datos SCOP no tiene un dominio asignado.

En la Figura 4-7 se muestran el modelo experimental reportado en el PDB y los modelos
generados a través de métodos computacionales. La estructura terciaria de esta proteina

se caracteriza por tener dos hélices alfa entre los residuos 3-28 y 32-55.

Tabla 4-11: Resultados obtenidos con la secuencia de la proteina 1ROP

Servidor RMSD Ca (A)
AbYSS 3.65
QUARK 1.46

[-TASSER 0.53
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Tabla 4-12: RMSD local de la proteina 1ROP

Residuos (A)
RMSD Local
Servidor 3-28 32-55 Ca (A)
ABYSS 1.14 1.27 2.41
QUARK 0.59 0.46 1.05
I-TASSER 0.27 0.28 0.55

Figura 4-7: Modelos generados para la proteina 1ROP
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Datos de validacion de la estructura generada:

Estructuras secundarias: se obtuvieron de la estructura generada tres hélices alfa entre
los aminoacidos 2-27, 32-42 y 45-54; no hay laminas beta, como se observa en la Figura
4-8.
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Figura 4-8: Elementos de estructuras secundarias de la proteina predicha 1ROP
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Grafico de Ramachandran: como se muestra en la Figura 4-9, se puede establecer que

los angulos ¢ y @ de los residuos se encuentran en zonas favorecidas y se hallan en

zonas en las que se presentan hélices alfa. No se presentan valores atipicos en el grafico

y el 100% de los residuos estan en zonas favorables.

Figura 4-9: Grafico de Ramachandran para la estructura de la proteina 1ROP
generada por el algoritmo AbYSS
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Puntuacién de calidad global de la estructura del modelo experimental reportado en el
PDB:

Tabla 4-13: Resultados obtenidos con el modelo experimental reportado para la
proteina TROP

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.21 0.55 0.83 0.52 6.88
Z-score -4.01 -0.41 3.58 3.08 0.34

Numero de contactos cercanos: 0
RMSD para angulos de torsion: 3.6°
RMSD para longitud de enlaces: 0.033 A

Puntuacién de calidad global de la estructura modelo generado mediante el método
AbYSS:

Tabla 4-14: Resultados obtenidos con el modelo generado para la proteina 1ROP

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.22 0.15 0.61 -0.72 509.32
Z-score -3.85 -2.07 2.71 -4.26 -85.87

Numero de contactos cercanos: 158
RMSD para angulos de torsion: 0.3°

RMSD para longitud de enlaces: 0.011 A

4.4 Resultados obtenidos con la proteina 2MQL

La proteina 2MQL estad compuesta por 105 residuos y se clasifica como una proteina de
unién de ARN. Su estructura fue predicha a través de RMN vy, por tanto, posee varios

modelos tridimensionales. Para este estudio se usé el modelo 1 con el objetivo de
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realizar las respectivas comparaciones y superposiciones estructurales. Es una proteina
gue se origina en el organismo Rattus norvegicus y se caracteriza por no tener asignado
un proceso biolégico ni una componente celular; su funcién bioquimica es el enlace de

acidos nucleicos [52].

Los dominios de secuencia a los cuales pertenece son RNA recognition motif domain y

Nucleotide-binding alpha-beta plait domain. No presenta dominios de estructura.
No posee anotaciones en las bases de datos CATH y SCOP.

En la Figura 4-10 se muestran el modelo experimental reportado en el PDB y los modelos
generados a través de métodos computacionales. La estructura terciaria de esta proteina
se caracteriza por tener tres hélices alfa entre los residuos 27-34, 59-63 y 66-69;
mientras que entre los residuos 15-19, 40-46, 51-56, 74-75 y 80-85 se exhiben cinco

[aminas beta.

Tabla 4-15: Resultados obtenidos con la secuencia de la proteina 2MQL

Servidor RMSD Ca (A)
AbYSS 20,53
QUARK 10.36

I-TASSER 4.74

Tabla 4-16: RMSD local de la proteina 2MQL

RMSD

siduos (A)
Local
Servidor 15-19 | 27-34 | 40-46 | 51-56 | 59-63 | 66-69 | 74-75 | 80-85 |Ca (A)
ABYSS 1.14 | 0.38 | 2.21 095 | 022 | 043 | 0.30 | 0.89 | 6.55

QUARK 042 | 102 | 1.06 | 055 | 0.23 | 0.36 | 0.22 | 1.07 | 4.93

I-TASSER 0.43 | 0.53 0.5 021 | 023 | 0.37 | 0.22 | 048 | 2.97
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Figura 4-10: Modelos generados para la proteina 2MQL
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Datos de validacion de la estructura generada:

I-TASSER

Estructuras secundarias: se obtuvieron de la estructura generada dos hélices alfa entre
los aminoacidos 27-36 y 59-69; y cuatro laminas beta entre los aminoacidos 43-46, 51-
54, 82-84 y 89-91, como se observa en la Figura 4-11.

Figura 4-11: Elementos de estructuras secundarias de la proteina predicha 2MQL
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Grafico de Ramachandran: de acuerdo con la Figura 4-12 se evidencia que los angulos
de torsion de 99 residuos se encuentran en zonas favorecidas, mientras que otros dos

residuos se encuentran en zonas permitidas (puntos de color naranja en el esquema
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grafico general). Asi mismo, no se presentan valores atipicos, lo cual indica que los
angulos estan en el rango de las estructuras secundarias de las hélices alfa y laminas
beta. De acuerdo con lo anterior, el 98.1% de los residuos se encuentran en regiones
favorecidas, mientras que el 1.9% en regiones permitidas.

Figura 4-12: Grafico de Ramachandran para la estructura de la proteina 2MQL
generada por el algoritmo AbYSS
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Puntuacion de calidad global de la estructura del modelo experimental reportado en el
PDB:

Tabla 4-17: Resultados obtenidos con el modelo experimental reportado para la
proteina 2MQL

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.39 0.78 -0.68 -0.42 1.28
Z-score -1.12 0.54 -2.36 -2.48 1.31

Numero de contactos cercanos: 0
RMSD para angulos de torsion: 1.4°
RMSD para longitud de enlaces: 0.009 A

Puntuacién de calidad global de la estructura modelo generado mediante el método
AbYSS:

Tabla 4-18: Resultados obtenidos con el modelo generado para la proteina 2MQL

Programa Verify3D Prosall (-ve) | Procheck Procheck MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
Mean score 0.05 -0.21 -0.21 -0.98 248.23
Z-score -6.58 -3.56 -0.51 -5.80 -41.07

Numero de contactos cercanos: 145
RMSD para angulos de torsion: 0.4°

RMSD para longitud de enlaces: 0.010 A

4.5 Analisis de los resultados obtenidos

Al analizar los resultados obtenidos en esta investigaciéon, se pudo establecer que los
modelos generados con proteinas pequenas (menor a 150 aminoacidos) fueron similares

geométricamente con respecto a los modelos reportados experimentalmente, ya que su
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RMSD global y local fueron menores a 4.5 A, con excepcién del modelo generado para la
proteina 2MQL, en la cual estas medidas fueron superiores a dicho valor. Por tanto, el
desempeno del método propuesto esta relacionado con el tamafio de las proteinas, ya
que de este depende el tamafio del espacio de busqueda de conformaciones, asi como
de la cantidad de residuos en loop, los cuales son complejos de modelar debido a su
flexibilidad en los angulos de torsidon. Asi mismo, se validéo con los graficos de
Ramachandran de cada modelo que los angulos de torsidn se movieron en regiones
favorecidas y permitidas, como se establecié en el Capitulo 3 en la asignacién de las
variables de decision del algoritmo AbYSS. De igual manera, se identific6 que se
presentan superposiciones estéricas desfavorables en las estructuras generadas, lo que
puede obedecer a la posicion de los atomos de las cadenas laterales (las cuales no son
optimizadas) y esto se refleja en las medidas Clashscore y PROCHECK (all) de la

validacioén de la estructura.

Para la proteina 1CRN se obtuvo una conformacién con un valor RMSD global de 4.22 A
y un valor RMSD local de 1.16 A, que indican la similitud con el modelo experimental
reportado, como se muestra en la Tabla 4-3 y en la Tabla 4-4. Se observa que las hélices
alfa se ubicaron en los residuos correctos como se muestra en la Figura 4-2 y en la Tabla
4-4 en los segmentos de residuos 7-17 y 23-30. Sin embargo, no hubo presencia de
laminas beta a pesar de que los angulos de torsion figuran en el rango favorecido. Asi
mismo, en los residuos en los cuales se presentan estructuras secundarias como hélices
y laminas el RMSD local es menor a 1 A, lo cual indica que los atomos del backbone se
encuentran espacialmente con una configuracién similar a los atomos del modelo
reportado. Con respecto a la validacion de la estructura, al comparar los valores
obtenidos en el modelo reportado y en el modelo generado, se establece de acuerdo con
la Tabla 4-5 y la Tabla 4-6 que la conformacion obtenida tiene puntajes similares en
algunas de las medidas, no obstante la diferencia en el valor del Clashscore es alta, lo
cual significa que en la conformacion generada se presentan superposiciones estéricas
desfavorables. De acuerdo con las medidas de PROCHECK sobre los angulos phi y psi
los puntajes no son inusuales, mientras que para todos los angulos de torsién si reporta

valores altamente inusuales.

Para la proteina 2KBQ el modelo generado es similar al reportado experimentalmente al

observar su geometria; de acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 4-7 y en
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la Tabla 4-8 se establece que el valor RMSD global es de 4.42 A y el valor RMSD local
es de 4.16 A, lo cual indica que en los segmentos en los cuales la estructura secundaria
es una hélice al superponer las estructuras la distancia maxima fue de 1.69 A entre los
residuos 5-16, debido a que la hélice inicial se formé entre los residuos 2-12 y 14-17,
dejando los angulos del residuo 13 en el rango de los loop. Por tanto, las cinco hélices de
la estructura 2KBQ se formaron, aunque es necesario minimizar mas la energia de la
estructura con el objetivo de ajustar los angulos de algunos residuos que no se
encuentran en el valor indicado, a pesar de que el 100% de estos se encuentran en la
region favorecida segun el grafico de Ramachandran de la Figura 4-6. Con respecto a la
validacion de la estructura, al comparar los valores obtenidos en el modelo reportado y
en el modelo generado, se establece de acuerdo con la Tabla 4-9 y la Tabla 4-10 que la
conformacion obtenida tiene puntajes (Z-score) similares en algunas de las medidas,
siendo destacable la diferencia entre el valor del Clashscore que es alta, lo cual significa
que hay superposiciones estéricas desfavorables en la estructura generada. De acuerdo
con las medidas de PROCHECK para los angulos phi y psi los puntajes son niumeros
positivos, lo cual indica un buen valor, en contraste con el puntaje de todos los angulos

de torsidn cuyos valores son altamente inusuales.

Para la proteina 1ROP el modelo generado es similar geométricamente al modelo
reportado experimentalmente, como se puede establecer al comparar las estructuras
presentadas en la Tabla 4-11 y en la Tabla 4-12, en las cuales se observa que el RMSD
global es de 3.65 A y el RMSD local es de 2.41 A, lo cual indica que los modelos son
similares ya que se presentan dos hélices que conforman esta proteina, no obstante
como se muestra en la Figura 4-8 la hélice formada entre los residuos 32-55 esta
interrumpida en el segmento de residuos 42-44 en los cuales se presenta un /loop, a
pesar de encontrarse en el intervalo favorecido de angulos de torsion de acuerdo con el
grafico de Ramachandran de la Figura 4-9; asi mismo, se evidencia que en el giro
presente entre las dos hélices (residuos 29-31) se observa que hay un angulo de
abertura mucho mayor. Por tanto se establece que es necesario minimizar mas la
estructura, con el propésito de que las hélices alfa sean formadas en su totalidad y, de
esta manera, los angulos de torsion de los residuos que se encuentran en la forma
indicada sean ajustados. Con respecto a la validaciéon de la estructura, al comparar los
valores obtenidos en el modelo reportado y en el modelo generado, se establece de

acuerdo con la Tabla 4-13 y la Tabla 4-14 que los puntajes Z-score de la conformacién
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generada difieren de los obtenidos en el modelo reportado, en especial, en la medida de
todos los angulos de torsién de PROCHECK en la que se presentan valores altamente
inusuales y superposiciones estéricas desfavorables en la estructura generada segun el
Clashscore. Sin embargo, los valores de PROCHECK para los angulos phi y psi

presentaron nimeros positivos en ambos casos, lo cual indica un buen Z-score.

El modelo generado para la proteina 2MQL tiene un valor RMSD global de 20.3 A y un
valor RMSD local de 7.17 A, de acuerdo con la Tabla 4-15 y con la Tabla 4-16. El primero
indica que espacialmente el modelo generado es distante geométricamente del modelo
reportado experimentalmente, posiblemente debido a la cantidad de residuos en loop, en
los cuales los angulos ¢ y y se mueven libremente en el rango [-180°,180°], mientras que
el valor RMSD local muestra que algunos angulos de torsion de los residuos involucrados

en esos segmentos de la estructura se encuentran bien ubicados.

Sin embargo, como se muestra en la Figura 4-11 se formaron s6lo dos hélices alfa de
tres que se presentan en la estructura reportada, y cuatro laminas beta de cinco posibles
que tiene el modelo del PDB. Al observar los residuos en los que se formaron estas
estructuras secundarias se observa que la hélice presente entre los residuos 59-69
abarca las dos hélices que se presentan en los segmentos 59-63 y 66-69, convirtiendo en
hélice el segmento 64-65 que es un loop, esto debido a que posiblemente los angulos de

torsion de ese segmento coincidieron con los de una hélice.

Asi mismo, las laminas presentes en los residuos 15-19 y 74-75 no se formaron debido,
posiblemente, a la ausencia de mas puentes de hidrogeno entre estos residuos; mientras
que la lamina que se formd en los residuos 89-91 no corresponde con los motivos
estructurales de la proteina reportada, ya que ese segmento deberia ser un loop; esto se
pudo presentar por las combinaciones de angulos de torsién que quedaron en el rango
de las laminas beta, asi como muestra el grafico de Ramachandran de la Figura 4-12.
Con respecto a la validacién de la estructura, los valores de las medidas entre el modelo
generado y el modelo reportado experimentalmente presentadas en la Tabla 4-17 y la
Tabla 4-18 son similares, con excepcion de los obtenidos en PROSAII y el Clashscore de
Molprobity, lo cual indica que la estructura generada presenta superposiciones estéricas

desfavorables y errores en los pliegues de la misma.
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Igualmente, al comparar los modelos generados con los modelos de los servidores de
proteinas I-TASSER y QUARK se observa que las estructuras generadas por el método
propuesto tienen un buen desempefo, ya que el RMSD en todos los modelos fue similar
al presentado por estos, es decir, que la distancia no fue superior a 3 A, con excepcion
del modelo de la proteina 2MQL en la cual la diferencia es mas alta posiblemente por la
gran cantidad de residuos en loop, como se explico anteriormente. Asi mismo, se
compararon tres métodos con cuales se puede predecir la estructura terciaria de las
proteinas, como son: ab initio, reconocimiento del plegamiento (threading) y el modelo
propuesto en esta investigacién que usa ensamblaje de fragmentos, obteniendo buenos
resultados mediante los mismos. También se puede afirmar que el comportamiento de |-
TASSER en proteinas de mayor tamafio es mejor, debido al uso de plantillas de

proteinas homélogas.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

En la presente investigacién se desarrollé6 un método hibrido para la prediccion de la
estructura tridimensional de las proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos, que
consistié en el uso del ensamblaje de fragmentos como insumo, con el fin de reducir el
espacio conformacional y, asi mismo, obtener una estructura geométricamente similar a

la reportada para luego refinarla con el algoritmo de busqueda dispersa AbYSS.

Los resultados obtenidos satisfacen los objetivos propuestos que consistieron en
seleccionar un modelo de representacion computacional de las proteinas, establecer un
método de busqueda de conformaciones, utilizar una funcién de puntuacién que guiara el
proceso de busqueda e integrar todo lo anterior en una herramienta computacional;
posteriormente, se realizo la validacién y el analisis del desempefio del modelo propuesto

con respecto a otros resultados reportados en la literatura.

Las representaciones computacionales de las proteinas que se utilizaron fueron
adecuadas, ya que facilitaron la manipulacién de las conformaciones tanto a nivel de

coordenadas cartesianas como de coordenadas trigonométricas.

El método de busqueda AbYSS proporcioné caracteristicas de exploracion y explotacion
del espacio de conformaciones, asi como las cualidades de una optimizacién
multiobjetivo en la cual el frente de Pareto se caracterizé por tener los individuos mejor
evaluados y mas diversos que permitié evitar posibles minimos locales y realizar una
minimizacion de la funcidén de puntuacion satisfaciendo los diferentes objetivos.
Igualmente, el enfoque utilizado para determinar las variables de decision fue apropiado,
teniendo en cuenta que no se modificaron las regiones que tenian una geometria
correcta, es decir, segmentos de la proteina que presentaron hélices alfa o laminas beta
de acuerdo con las estructuras secundarias proporcionadas por PSIPRED y DSSP, que

permitieron la reduccion de las variables de decisién y del espacio de busqueda.
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Con respecto a la funcion de puntuacion Talaris2013, esta direcciond el algoritmo de
blusqueda de manera correcta, lo cual se refleja en la similitud estructural de los

resultados obtenidos con respecto a los modelos reportados experimentalmente.

Finalmente, se compararon las estructuras generadas con el método propuesto contra
las reportadas en el PDB mediante la superposicion estructural, obteniendo resultados
con un valor RMSD global menor a 5 A en la mayoria de los modelos; asi mismo los
graficos de Ramachandran mostraron que los angulos de torsidon de los residuos se
movieron en el intervalo favorecido para hélices y laminas. Del mismo modo, se validaron
las estructuras generadas mediante la comparacion de los datos obtenidos con las

estructuras reportadas mediante el servidor PSVS.

5.2 Recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, y con el propdsito de mejorar la
calidad de los mismos, se recomienda:

e Paralelizar la evaluacién de la funcion de puntuacion y el calculo de la estructura
secundaria de las conformaciones, ya que estos son procesos de un muy alto
costo computacional.

e Realizar experimentacion adicional con otros valores de los parametros del
algoritmo, asi como ejecutar pruebas con nuevas proteinas de diversos tamafios,
con el proposito de complementar la validacion del modelo utilizado.

e Adicionar informacién sobre las cadenas laterales, para que con la ayuda de
librerias de rotameros se puedan modelar y, de este modo, construir un modelo
mas preciso para evitar colisiones estéricas entre los atomos de las mismas.

e Buscar una estrategia que permita un mejor modelamiento de los residuos en

loop.



A. Anexo: Términos de la funcidon de

energia Talaris2013

Los términos que componen la funcién de puntuacion Talaris2013 son [45] [46]:

fa_atr: Lennard-Jones atractivo entre atomos de diferentes residuos.
fa_rep: Lennard-Jones repulsivo entre atomos de diferentes residuos.
fa_sol: energia de solvatacion de Lazaridis-Karplus.

fa_intra_rep: Lennard-Jones repulsivo entre atomos en el mismo residuo.

fa_elec: potencial electrostatico de Coulomb con una distancia-dependiente

dieléctrica.

pro_close: energia del anillo de prolina y la energia del angulo W del residuo

precedente.

hbond_sr_bb: puentes de hidrogeno en el backbone cercanos en secuencia.
hbond_Ir_bb: puentes de hidrégeno en el backbone lejanos en secuencia.
hbond_bb_sc: enlaces de hidrogeno entre el backbone y las cadenas laterales.
hbond_sc: enlaces de hidrogeno entre cadenas laterales.

dslf fa13: enlaces de disulfuro.

rama: preferencias de Ramachandran.

omega: preferencias del angulo omega en el backbone.

fa_dun: energia interna de los rotameros de las cadenas laterales que se deriva

de las estadisticas de Dunbrack (biblioteca de rotdmeros 2010).
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e p_aa_pp: probabilidad de observar un aminoacido particular dados los angulos ®
yW.

o ref. energia de referencia para cada aminoacido. Equilibra la energia interna de

términos de aminoacidos.

A continuacion se exponen las ecuaciones de los términos de energia nombrados

anteriormente:

Preferencias de angulos de torsién de Ramachandran

rama= ) ~In[P($epilaas 550)]

i

donde:

i: indice del residuo

&, y: Angulos de torsién del backbone
aa: Tipo de aminoacido

ss: Tipo de estructura secundaria asignada por DSSP

Interacciones de Lennard-Jones

Ll = z Z dl] dU rij
/= d
bt [—8759.2 (r_u> + 5672.0] eij, otro caso
ij
donde:
i,j: Indices del residuo
d: Distancia interatomica
e: Media geométrica del atomo mas inferior del pozo potencial

r: Sumatoria de radios de van der Waals

Nota 1: esta funcién no es evaluada para pares de atomos en los cuales la distancia

interatobmica depende de los angulos de torsién de un solo residuo.

Nota 2: los radios son determinados mediante el ajuste de las distancias de los atomos
de estructuras determinadas por rayos X con los potenciales 6 y 12 de Lennard Jones
usando CHARMm19.
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Puentes de hidrégeno
hb = z Z(— ln[P(dU |h]SSU)]) — ln[P(COS HU |dl]h]SSU)] — ln[P(COS l/)U |dL]h]SSL])])
iJ

donde:

i: indice del residuo donante

j: indice del residuo aceptor

d: Distancia interatémica del aceptor-protén

h: Hibridacion

ss: Tipo de estructura secundaria, las cuales son asignadas como helicoidales (j — i = 4,
cadena principal); laminas (Jj - i| > 4, cadena principal), u otra.

0: Base del angulo del enlace protén-aceptor-aceptor

y: Angulo del enlace donante-protén-aceptor

Nota: evaluada solo para pares de donantes y aceptores en los cuales d se encuentra en
el rango 1,4 <d <3,0 y 90° <,0 < 180°. Puentes de hidrégeno de la cadena lateral

involucrados con atomos de la cadena principal no son tenidos en cuenta.

Solvatacion
free free
2AG; 2AG;
mbf = Y aGi = ) (et — e,
- — \4n /2/1ir5- 42 )2

donde:

i,j: Indices del 4tomo

d: Distancia entre atomos

r: Sumatoria de los radios de van der Waals
A: Longitud de la correlacion

V: Volumen atémico

AG™®F, AGT"¢: Energia de un atomo solvatado completamente

Nota: los valores son tomados de Lazaridis y Karplus
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Interacciones entre un par de residuos (electrostaticas y disulfidos)

= 3 i )
P(aal|dU)P(aa]|dU)

T J>i

donde:
i,j: indices del residuo
aa: Tipo de aminoacido

d: Distancia entre residuos

Energia de los rotameros

_ P(rot;|@;, ;)P (aa;|®;, ;)
dun = z —In [ P(aa)

i
donde:

i,j: indices del residuo

rot: Rotdmero de Dunbrack backbone-dependiente
aa: Tipo de aminoacido

&, y: Angulos de torsién del backbone

Energia de referencia del estado desplegado

ref = Znaa
aa

donde:
aa: Tipo de aminoacido

n: Numero de residuos
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