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Resumen

Las proteinas son moléculas muy importantes para la vida debido a la gran can-
tidad de funciones que desarrollan dentro de las células, a través de interacciones
con otras proteinas. El predecir estas interacciones permite un mejor entendimien-
to del funcionamiento celular, mejor desarrollo de medicinas, control de epidemias,
entre otros. Debido a que aun hay muchas interacciones desconocidas, la predic-
cion de acoplamiento de proteinas ha cobrado relevancia. Los principales trabajos
desarrollados estan basados en complementariedad geométrica y minimizacion de
la energia libre del sistema. En esta memoria, se construyen dos algoritmos de biis-
queda local basados en Hill Climbing para resolver el problema de acoplamiento
con cuerpo rigido. Los resultados obtenidos indican que el algoritmo de busqueda
por ejes logra mejor deteccion de zonas de mayor contacto entre superficies y que
una aproximacion puramente geométrica no es suficiente para poder encontrar
conformaciones cercanas a las nativas.



Abstract

Proteins are essential molecules due to the many functions in the cell through
interactions with other proteins. Predicting these interactions leads to a better
understanding of cell functioning, better drug design, epidemic control, and others.
Because there are still many unknown interactions, protein docking prediction has
gained relevance in recent years. The main works developed are based on geometric
complementarity and system free-energy minimization. In this work, two local
search Hill Climbing-based algorithms are presented to solve the docking problem
with rigid body. Results suggest axle search algorithm is better than the sphere
search algorithm in finding great contact zones between surfaces, and a purely
geometric approximation is not enough to find near-native conformations.
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CAPITULO 1

Introduccion

Las proteinas son moléculas fundamentales para nuestro dia a dia, ya que parti-
cipan en funciones criticas, tales como procesamiento de informacién, manejo del
sistema inmune o la regulacion del metabolismo. Al realizar estas tareas, dentro
y fuera de la célula, las proteinas se relacionan con muchas otras moléculas para
poder desempenar sus funciones, incluyendo a otras proteinas. A estas interaccio-
nes se les llama reconocimiento molecular, y corresponden al campo de estudio de
molecular docking, cuyo objetivo es entender y predecir estas interacciones, tanto
estructuralmente, para encontrar formas de acople, como energéticamente para
predecir la afinididad entre ellas.[1]. En un principio las interacciones estudiadas
eran entre proteina-ligando, siendo el ligando una molécula pequena, pero duran-
te las ultimas décadas el estudio de las interacciones entre proteinas se ha ido
extendiendo.

El estudiar cudles son sus interacciones y como es que ocurren en nuestro cuerpo y
en la naturaleza, junto con la estructura misma de las proteinas, permite alcanzar
un mejor entendimiento de los procesos intrinsecos de nuestro cuerpo y del resto de
los seres vivos, lo que tiene como consecuencia avances en medicina, farmacologia,
epidemiologia, preservacion de especies, entre otros.
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1.1. El estudio de las proteinas

Las areas de la ciencia encargadas de estudiar las proteinas corresponden a la
biologia molecular y la bioinformatica que logrado un gran crecimiento en las
ultimas décadas. La bioinforméatica surge a partir de la necesidad de manejar la
gran cantidad de datos de secuenciacién generados por la biologia molecular [2], y
aporta con la integracion de procesos informaticos para poder procesar de manera
mas eficiente los datos, ya que los procesos tradicionales son costosos en términos
de recursos y tiempo.

Una definicién formal de bioinformatica es la siguiente: “La bioinformadtica, en
relacion con la genética y la gendmica, es una subdisciplina cientifica que implica
el uso de ciencias informdticas para recopilar, almacenar y analizar y diseminar
datos e informacion bioldgicos, como secuencias de ADN y aminodcidos o anota-
ciones sobre esas secuencias” [3].

Dentro de la bioinformatica, una de las areas que estudia las proteinas es el mo-
delado de estructuras proteicas, que comprende la prediccién de la estructura de
una proteina y la prediccién del acoplamiento entre proteinas. La prediccion de
la estructura de una proteina consiste en poder predecir como se organizara es-
pacialmente una proteina, dada su composicién. Este desafio se enfrenta como
un problema de optimizacion con el objetivo de encontrar una configuracion es-
tructural que minimice la energia libre del sistema. En cambio, la prediccion de
interaccion de proteinas, busca determinar si una proteina interactiia con alguna
otra molécula para formar un compuesto nuevo, basandose en complementariedad
geométrica entre las superficies de ambas, contacto entre cadenas laterales de las
proteinas, energia del solvente, etc. Esta prediccion resulta un problema complejo
debido la cantidad de variables involucradas y a que es necesario comparar di-
ferentes conformaciones posibles para encontrar aquella que minimice la energia
libre del sistema convirtiéndolo en un problema NP-Hard.

1.2. Objetivos y contribuciones

El objetivo de esta investigacién es aplicar estrategias de biusqueda de local para
problemas complejos aplicadas al problema de interaccion de proteinas, acotado a
la interaccion proteina - proteina, con el proposito de comparar algoritmos basados
en complementariedad geométrica. El objetivo general puede, ademas, desglozarse
en los objetivos especificos:
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= Modelar y resolver el problema de interaccion de proteinas con técnicas de
programacion con restricciones, aplicado a distintas instancias.

= Aplicar una metaheuristica de busqueda local y las técnicas seleccionadas.

= Analizar y comparar los resultados obtenidos a partir de las técnicas.

Conjuntamente, las contribuciones de este trabajo radican en determinar y com-
parar la efectividad de diferentes estrategias de busqueda aplicadas a la meta-
heuristica Hill Climbing. Estas estrategias estan basadas en complementariedad
geométrica, para comprobar si se obtienen soluciones cercanas a la nativas, o en
su defecto, si constituye un buen acercamiento para que otras técnicas de refina-
miento puedan alcanzar dichas soluciones.

1.3. Organizacion del documento
La presente memoria estd organizada de la siguiente forma:

= En el Capitulo 2, se define el concepto de proteina y molecular docking,
caracterizando sus interacciones, la relevancia del campo y la dificultad del
problema abordado.

» El Capitulo 3 presenta un estado del arte del problema de interaccién pro-
teina proteina y similares.

» El Capitulo 4 abarca el disefio de la solucién, como se representan las pro-
teinas, las formas de evaluacién y los algoritmos utilizados.

= En el Capitulo 5 se presentan la configuracién de los algoritmos utilizados y
se discuten los resultados obtenidos.

= Finalmente, en el Capitulo 6 se concluye sobre el presente trabajo, inclu-
yendo reflexiones respecto a los resultados obtenidos y opciones de trabajos
futuros.



CAPITULO 2

La proteina y sus interacciones

Una proteina es una biomolécula y macromolécula grande formada a partir de
largas cadenas de aminoacidos conectados entre si con enlaces polipéptidos cova-
lentes. Dicha secuencia de aminodcidos esta definida por una secuencia genética
y es la que determina la estructura y su funcionalidad. De acuerdo a su funciona-
lidad se pueden agrupar en: anticuerpos, enzimas, mensajeras, estructurales y de
transporte y almacenamiento. Para cumplir con todas estas funciones las proteinas
interactiian con otras moléculas tales como acidos nucleicos, lipidos u otras pro-
teinas. Cuando una proteina interactia con otra molécula cualquiera se le conoce
como una interaccion proteina-ligando o proteina-ligante. Cuando una proteina
interactia con otra se llama interaccién proteina-proteina.

2.1. Molecular Docking

En nuestro cuerpo, constantemente estan ocurriendo diversas interacciones entre
moléculas: proteina-proteina, enzima-sustrato, proteina-acido nucleico, etc. Estas
interacciones son el objeto de estudio del acoplamiento molecular o molecular doc-
king. Esta disciplina trata de predecir la formacion de complejos receptor-ligando.
Los receptores generalmente son proteinas o acidos nucleicos y los ligandos molé-
culas pequenas u otras proteinas (la Figura 2.1 incluye la representacién de una
proteina) . El proceso de acoplamiento trata de imitar, por métodos computacio-
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Figura 2.1: Representacion 3D de la estructura de la mioglobina. Esta fue la primera
proteina a la cual se le determind la estructura mediante cristalografia de
rayos X [4].

nales, como es que ocurre la unién entre las moléculas en la naturaleza, y predecir
asi la forma en la que enlazan y la afinidad misma del enlace, lo cual es de gran
utilidad para el diseno de nuevas medicinas.

La predicciéon de interacciones receptores y ligandos puede ser categorizada en dos
grupos de acuerdo a la flexibilidad con la que se consideren las moléculas, lo que
influye en la dificultad [5]:

= Acoplamiento rigido: Considera al receptor y al ligando como cuerpos rigi-
dos y que mantienen su forma durante el acople. Este acoplamiento es més
rapido y con un espacio de busqueda mas pequeno.

= Acoplamiento flexible: El caso mas comin es considerar la flexibilidad del
ligando y su espacio conformacional, y al receptor como una proteina rigida.
También estan los casos en que se trabaja con la flexibilidad de la proteina y
que debido a su tamano, su flexibilidad involucra mayor cantidad de grados
de libertad, siendo el problema mas complejo del acoplamiento molecular.

Todo método de acoplamiento esta compuesto por un algoritmo de biisqueda y una
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funcién de puntuacion o scoring. El algoritmo de buisqueda se encarga de navegar
el espacio y encontrar multiples configuraciones de acople entre las moléculas. La
funcion de puntuacion es la que se encarga de predecir la fuerza de la interaccion,
también llamada afinidad de la interaccién, a través de métodos matemaéticos [6].
El resumen de los métodos utilizado se muestra en la Figura 2.2.

Molecular Docking

Searching function Scoring function

« Force field

Target flexibility Ligand sampling E?o‘wllzglge—based

« Consensus scoring

« Soft docking + Shape matching
« Side-chain flexibility « Systematic search

« Molecular relaxation (e.g.| |+ Stochastic algorithm
Monte Carlo and Molecular
dynamic simulations) —_—

+ Ensemble docking

Criteria for evaluation
Root mean square deviation (RMSD)

Figura 2.2: Esquema con los métodos usados para molecular docking [6].

2.2. Interacciones proteina-proteina

Una interaccién proteina-proteina (o PPI, del ingles Protein-protein interaction)
corresponde a un evento de asociacién fisica, especifica e intencional que ocurre
bajo fuerzas biomoleculares y esta condicionado por el tipo de célula, el estado
de desarrollo de la misma, estimulos medioambientales u otros factores. Estas
PPIs tienen un rol clave en funciones como control del ciclo celular, traduccién,
transcripcién y replicacion de ADN, transduccién de senales, sentir el ambiente
o convertir energia en movimiento [7; 8]. También, una proteina puede participar
en mas de una interaccion dando lugar a multiples procesos celulares interrela-
cionados, altamente organizados. Ese conjunto de interacciones es conocido como
red de interacciones de proteinas y el entenderlas permite, por ejemplo, anticipar
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posibles efectos adversos de ciertos tratamientos que tengan como objetivo una
proteina en particular.

Las PPI pueden ser clasificadas de acuerdo a tres caracteristicas principales:

= Similitud de los complejos: Clasifica las PPI dependiendo si sus cadenas son
idénticas o no, en homoligoméricas o heteroligoméricas respectivamente.

» Duracién: Separa en interacciones estables (o permanentes), en las que la
interaccién es fuerte y por lo general las proteinas involucradas solo son
vistas en forma de complejo; y las interacciones transitorias, que poseen un
tiempo de vida mas corto y que pueden ser fuertes o débiles dependiendo si
requieren algin gatillo molecular para que ocurran. Ademas las interacciones
débiles ocurren constantemente y pueden ser apreciadas in vivo.

= Obligacion: La obligacion de una interaccion se relaciona a si los protémeros
1 del complejo formado son encontrados por su cuenta como estructuras
estables in vivo.

2.3. Relevancia y aplicaciones de las PPI

Se estima que dentro de una célula humana ocurren méas de 300.000 PPI para po-
der llevar a cabo sus funciones, y muchas de éstas estan relacionadas entre si. Los
virus, bacterias, u otros agentes patogenos también tienen su propio conjunto de
proteinas e interacciones, y al ingresar a nuestro organismo, dichas proteinas pue-
den interactuar con las nuestras. El poder detectar estas interacciones y entender
cOmo es que ocurren entrega herramientas para poder generar medidas para con-
trarrestarlas, siendo uno de los ejemplos més reveladores de lo importante que es
conocer estas interacciones. Si bien se han hecho grandes esfuerzos para recopilar
informacién en bases de datos [9] obtenidas a partir de los experimentos y aportes
computacionales, siguen existiendo interacciones desconocidas, tanto entre protei-
nas del cuerpo humano, como entre proteinas humanas y de agentes externos. A
continuacion, se describen dos casos relevantes de aplicaciones de las PPI para el
tratamiento del cancer y del COVID-19.

!Protémero: Subunidad estructural de una proteina oligomérica
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2.3.1. COVID-19

Dentro de las aplicaciones que tiene el estudio de las PPIs destaca la inmunologia,
con la finalidad de desarrollar componentes que logren inhibir, frenar o combatir
el desarrollo de ciertas enfermedades. Entre las més recientes y destacables esta
el estudio de las PPI para desarrollar medicina para combatir el COVID-19. En
[10] se senala que las enfermedades de tipo Coronavirus tienen en comidn una
gran cantidad de proteinas que son importantes para el ciclo de vida viral, donde
muchas de estas interactiian con las proteinas del huésped, convirtiendo dichas
PPI en un blanco para nuevas drogas.

Target the PPIls
related to viral entry

P il

Fui
Endocytosis 3CLpro

Encoding
PLpro
e ’\/g\ P

Hydrolysis

O§SRNA
o 9

Translation of 0RF1a/b‘
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slTNTNS
- Target the protease for
—N—— preventing viral protein
ppla maturation
/ N\ E
( 4 »
Jati A2 M 2/
complex | i eV , %."§ -
N 4 - el A7

- @
‘ VRNA synthesis '\

_ Target the N protein for
interfering the viral assembly
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Figura 2.3: PPIs y proteinas involucradas en el ciclo de vida viral. Las interacciones
apropiadas para inhibidores estdn destacadas en rojo [10].
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La Figura 2.3 muestra una representacion del ciclo de vida viral y las proteinas
involucradas, en donde se pueden apreciar tres momentos en los cuales se puede
intervenir: durante el proceso de entrada a través de la membrana, la maduracion
de proteinas y replicacion, y el ensamblaje viral.

Se ha descubierto que la entrada viral a través de la membrana se logra gracias
a una PPI entre un componente presente en el virus, la glicoporteina-S, con una
enzima presente en la membrana celular, la enzima convertidora de angiotensina-2.
Por ende, desarrollar inhibidores de focalicen dicha interaccion evitaria la infeccion
de la célula, y por consecuencia la replicacién del virus, tal como se replica en
[11; 12].

Por otro lado, existe otra interaccién proteina-proteina presente en el proceso de
replicacion viral, que es propia del coronavirus. La proteina nucleocapside del
coronavirus (abreviada como N) se une a RNA viral desempenando un rol clave
en proteger el genoma viral para asegurar una replicaciéon oportuna y transmision
confiable, asi como también en el ensamblado de las particulas virales [13].

Estas menciones son sélo algunas de las interacciones con las que se esta traba-
jando actualmente y que se encuentran dentro al menos otras 332 interacciones
proteina-proteina entre el SARS-CoV-2 y los humanos [14], cuya caracterizacién
es insuficiente para disenar nuevas drogas.

2.3.2. Tratamiento de cancer

En el combate contra el cancer, también se han identificado ciertas PPIs que
estan asociadas a la supresion de tumores y al desarrollo y propagacion de células
cancerigenas. Con respecto al primer caso se encuentra la interacciéon entre la
proteina pb3, una de las proteinas méas estudiadas en el campo del cancer debido
a su funcién de apoptosis? (una de las muchas otras que desempena), y la proteina
MDM2, que se encarga de regular la accién de pb3 y degradarla. El lograr interferir
en la interaccion MDM2/p53 contribuirfa a una mejor accién antitumoral de parte
de la proteina p53 y un tratamiento mas eficiente [16].

Un ejemplo de esta interferencia se puede ver en la Figura 2.4 en donde un inhibi-
dor nutlin se acopla a la proteina MDM2 en el punto de anclaje para la proteina

2Apoptosis: Tipo de muerte celular en la que una serie de procesos moleculares en la célula
conducen a su muerte. Este es un método que el cuerpo usa para deshacerse de células inne-
cesarias o anormales. El proceso de apoptosis puede estar bloqueado en las células cancerosas.
También se llama muerte celular programada.[15]
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p53, evitando asi que ésta pueda interactuar con MDM?2 y por ende, que se de-
grade, manteniendo su funcién antitumoral.

.j
!

p53 degradation Antitumour effect

MDM2

Figura 2.4: Diagrama conceptual de un inhibidor de PPI actuando sobre un punto de
anclaje de la interaccién p53-MDM2 [17].

Otro foco exitoso en el tratamiento contra el cancer es la tubulina, presente en
los microtibulos celulares, éstos participan en varios procesos biolégicos como en
el desarrollo y mantencién de la forma de la célula, comunicacion y movimiento
celular. No obstante, su participacion en el proceso de reproduccién y division
celular es de vital importancia para terapias. Los objetivos de las drogas actuales
que afectan las interacciones proteina-proteina de la tubulina se pueden separar
en dos grupos: aquellas que estabilizan las PPIs y fortalecen los microtibulos,
evitando asi la division celular, como ejemplo tenemos a paclitaxel; y aquellas que
las desestabilizan, como la colchicina [18]. Ambas acciones conducen a la muerte
de la célula.

Por ultimo una proteina de gran importancia, es la proteina E6, esta proteina
interactia con varias otras dentro de la célula, dentro de ellas la p53 mencionada
anteriormente, comprometiendo la capacidad de la célula de enviar senales para la
apoptosis, y por ende facilitando su supervivencia [19]. Esta proteina esta asociada
al cédncer cervical, causado por el virus del papiloma humano (VPH). Se tiene
registro de aproximadamente 600.000 nuevos casos cada ano, de los cuales mas de
la mitad terminan en muerte [20]. Es por esto que encontrar formas de combatir
este cancer se vuelve imperativo, y el entender las interacciones asociadas a la E6
juega un rol crucial.
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2.4. Dificultad de predecir una interaccion

El predecir correctamente una interaccion entre proteinas, implica encontrar el
mejor punto de acoplamiento entre ambas que esta dado por la configuracion que
minimice la energia libre del sistema, ya que asi es como se encuentran de manera
nativa en la naturaleza. Que un punto corresponda al minimo global se debe a
varios factores: a la interaccién electro estatica entre los dtomos [21], fuerzas de van
der Waals, complementariedad geométrica entre las superficies de las proteinas en
el punto, contacto de cadenas laterales [22], entre otros. El encontrar esta posicién
es una tarea compleja ya que no se tiene conocimiento de la funciéon de energia
para toda la superficie de contacto entre las proteinas, la que ademas, generalmente
cuenta con minimos locales (que aumentan junto con el tamafno de la proteina),
por lo que es necesario analizar punto a punto mediante un proceso de bisqueda.
Para lograrlo, generalmente de deja fija un proteina y se mueve la otra alrededor
para probar las diferentes locaciones y orientaciones entre ambas, si ademas se
agregan mas grados de libertad, como permitir el movimiento de cadenas laterales
o de la columna de la proteina (acoplamiento flexible), el tamano del espacio
de busqueda aumenta de manera proporcional, haciendo més dificil encontrar al
mejor candidato. Por otra parte, el decidir cuél es el mejor candidato de entre todas
las conformaciones distintas implica comparar entre todos ellos aquel que tenga
en minimo global, y si la cantidad de minimos locales crece exponencialmente con
el tamano de las moléculas, este problema es de una complejidad NP-Hard [23].

2.5. Formalizacion del Problema

Para tener un mejor entendimiento del problema y de las variables involucradas,
a continuacién se presenta una formalizacion que describa de manera general el
problema:

Sea P el conjunto de proteinas, con pi,ps € P, € el conjunto de configuraciones
rotacionales de las protefnas, con wy, wo € €, la funcién pos(py, pa, w1, ws) — R X
R3 que genera el conjunto de todas las posiciones posibles para ambas proteinas
dadas sus orientaciones, y una funcién de evaluacion F(py, pa,ws,ws, u,v), donde
u, v son los vectores de posicion de cada proteina, que calcula la energia del sistema
de acuerdo a la disposicién de ambas proteinas. Se busca encontrar la configuracién
de posicién y orientacién para cada proteina, es decir, (u,w;) v (v,ws) para p; y
p2 respectivamente, de tal forma que el valor de F' sea minimo.
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Este modelo corresponde un acoplamiento rigido ya que es el que considera una
menor cantidad de variables. Un acoplamiento flexible involucraria considerar va-
riables para los movimientos la columna de la proteina, de sus cadenas laterales,
u otros ejes. En el préximo capitulo se presentan miultiples trabajos que abarcan
ambos tipos de acoplamientos, y, si bien, el manejo de una mayor cantidad de
variables corresponde a una representacion mas fiel, por ende que llega a mejores
soluciones, surgen las siguientes interrogantes: ;qué tan buenos resultados se
pueden lograr con acoplamiento rigido en comparacion a acoplamien-
to flexible? ;y cudl es el “piso minimo” para lograr una prediccion
cercana a los complejos naturales?.



CAPITULO 3

Estado del Arte

Durante gran parte del siglo XX, una de las principales herramientas para deter-
minar la estructura tridimensional de complejos proteicos y proteinas oligoméricas
fue la cristalografia de rayos X. Este proceso consiste en generar cristales a partir
de una solucién purificada con una alta concentracion de la proteina que luego son
expuestos a rayos X para analizar su patrén de difraccion. Este patron permite
identificar la distribucion de electrones en la proteina y se genera un mapa de den-
sidad electrénica, el cual es utilizado para determinar la posiciéon de los atomos,
tal como se muestra en la Figura 3.1. En [24] se hace una revisién de cémo se
realiza este proceso, desde como se hacen crecer los cristales hasta como se pro-
cesa el mapa de densidad electronica. No obstante, la cristalizacion es compleja
y no funciona para proteinas flexibles, ya que requiere estructuras cristalizadas
en las que muchas moléculas tengan una misma alineacion, volviendo practica-
mente invisibles a las porciones flexibles de una proteina en el mapa de densidad
electrénica [25].

Por otro lado, uno de los primeros intentos de detectar interacciones fue a través
de cromatografia de afinidad para detectar interacciones. Este método consiste de
tres pasos principales: (i) se agrega un mezcla de proteinas a una columna con
resinas a la cual puede unirse la proteina objetivo. (i) se realiza un lavado de la
columna que se encargara de eliminar el resto de proteinas que no se vincularon a la
resina y (iii) se agrega un solvente que separe la proteina de la resina. La Figura
3.2 ejemplifica este proceso. Inicialmente este procedimiento era utilizado para
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Figura 3.1: En la imagen de la izquierda se muestra una difraccién de rayos X de en-
terovirus bovino. En la derecha se encuentra una porciéon de un mapa de
densidad de electrones del corte de un virus [24].

purificar enzimas y fue popularizado por [26]. Posteriormente se aplicé en variados
trabajos tales como [27], [28] y [29], para estudiar la interaccién entre proteinas
y Escherichia coli, las interacciones en “maquinas proteicas” y las interacciones

entre proteinas y el citoesqueleto, respectivamente.
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Figura 3.2: Esquema del proceso de cromatografia de afinidad [30].
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Sin embargo, tanto la cristalografia de rayos X para determinar las estructuras
como la cromatografia de afinidad para predecir las interacciones, al ser métodos
fisicos experimentales no lograban abarcar toda la gama de interacciones. Més
adelante surge la espectroscopia de resonancia magnética nuclear como alterna-
tiva a la cristalografia para obtener las estructuras moleculares. Es una técnica
espectroscopica que, basandose en que los nicleos atémicos estan cargados eléctri-
camente, utiliza campos magnéticos para generar transferencias de energia que es
absorbida por los atomos. Estas transferencias tiene frecuencias que son caracte-
risticas de cada dtomo y de su entorno quimico, y los cambios en resonancia de los
nucleos atémicos son captados por radio receptores para determinar las posiciones
atomicas [31]. Esta técnica estd limitada a proteinas pequenas o medianas debido
a problemas de superposicién de cimas de ondas en el espectro de resonancia.
Atn con nuevos y sofisticados métodos, existia una gran brecha entre la cantidad
de cantidad de componentes (proteinas) con estructura conocidas y los complejos
que integran.

Es por esto que nace la necesidad de apoyarse en métodos computacionales para
solventar esa gran diferencia. Uno de los trabajos pioneros [32] se centrd en la
interaccion de la tripsina con su inhibidor, presentando un algoritmo basado en
la minimizacién de la energia (ME) para calcular la mejor posicién de acople.
En él, las moléculas de las proteinas son representadas como esferas, y se definen
puntos sobre su superficie dispuestos en forma de grilla, ordenados por latitud y
longitud, y son los lugares de interacciéon entre ambas y en donde se medira la
energia. Dado que ocupan una representacién rigida de las proteinas, la funcién
de energia depende de dos contribuciones: la interaccién entre pares de aminoa-
cidos no vinculados (V;;;) y la interaccién entre proteina-solvente (Vs). Ademas,
se describe que al optimizar la funcion, el componente Vg se mantiene débil con
respecto al otro, pero actiia como una restriccion para mantener a las moléculas
cercanas entre si. En [21], al igual que el trabajo anterior, se consideran niveles
energéticos a lo largo de la superficie, pero con ubicaciéon de puntos y funciones
de energia distintas. Se discretiza en forma de grilla una serie de planos XY a los
largo del eje Z, intersectando a la proteina, y en cada punto se evalia la funciéon
de energia. SU funcién de energia estd formada por tres componentes: la funcién
de energia de Lennard-Jones, una funcién que mide las fuerzas electroestaticas, y
una funciéon basada en los enlaces de hidrégeno.

Una de las primeras propuestas de prediccion basada en complementariedad geo-
métrica [33] utiliza este método para formar el dimero af de la hemoglobina. En
ese trabajo, se plantean tres criterios que son esenciales para una buena medicion
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de complementariedad geométrica y buena funcién de forma: (1) debiese ser local
y no depender de partes alejadas en la proteina, ya que las asociaciones ocurren
exclusivamente en dicho nivel; (2) debe ser independiente del sistema coordenado,
en el caso que ambas estructuras a evaluar no lo compartan, porque si asi fuera,
existirian dos funciones con su propio sistema coordenado y seria muy dificil cal-
cular complementariedad entre ambas; y (3) tiene que usarse un método facil y
rapido para determinar si existe complementariedad de forma entre dos regiones.
Con esto en mente, se propone un sistema de caracterizacién geométrica entre
pomos y agujeros, que se distinguen en base a la cantidad de volumen de proteina
que queda dentro de un esfera puesta en la superficie, La Figura 3.3(a) ejemplifica
esto. Con estas categorias, el algoritmo busca asociaciones entre pomos y agujeros
(véase Figura 3.3(b)) en puntos criticos entre las superficies de ambas, junto con
un campo de vectores basado en los centroides de los pomos y agujeros.

Figura 3.3: a) Seccién transversal de un proteina, a partir de los puntos en la superficie
se define una esfera que abarca volumen de la proteina (zona punteada) y
caracteriza la superficie entre pomos (arriba) y agujeros (abajo). b) Comple-
mentariedad de forma. Para dos puntos en la superficie, habrd complemen-

tariedad si la suma de ambos volimenes sea cercana a la esfera completa
[33].

Maés adelante, en [34] se presenta un algoritmo de bisqueda geométrica comple-
ta para interacciones de molécula sobre proteina, siendo uno de los primeros en
proponer la representacion de la proteina en un volumen 3D, cada punto de la
grilla tendra un valor de 1 si corresponde a la superficie de las proteinas, valores
p vy 0 para la zonas de nicleo de cada uno y 0 para los puntos exteriores (Figura
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3.4). Para calcular el acople se hace mediante funciones de correlacién (Trans-
formada discreta de Fourier y Transformada Inversa de Fourier) entre las grillas
de ambas proteinas, obteniendo un valor de 0 para cuando no existe contacto y
un valor positivo para el contacto entre ambas superficies. Para evitar que exista
penetracién de una proteina en la otra, los valores de p y d se fijan en nimero
negativo muy grande y un valor positivo pequeno (ej. 1), respectivamente, para
que la multiplicacién entre ambos actiie como una penalizacién para el valor de
la correlacién.

Figura 3.4: Representacién de un proteina en una grilla. En negro estdn los puntos que
pertenecen a la superficie, en gris los puntos interiores de la proteina y en
blanco el exterior [34].

En [22] se propone el algoritmo BIGGER, que complementa complementariedad
geométrica como un primer paso de seleccion de candidatos, con minimizacion
de la energia para encontrar el 6ptimo. Ademds, otorga libertad a las cadenas
laterales y no considera sus colisiones para considerar los cambios estructurales de
las proteinas al formar complejos. A este enfoque se le conoce como soft docking
(acoplamiento suave). Més especificamente, la “suavidad” comprende imprecisio-
nes en las estructuras y en sus cambios conformacionales. En [35] se usa simulated
Annealing junto con ME en su algoritmo HADDOCK, que consta de tres etapas.
La primera etapa consiste en colocar inicialmente ambas proteinas a distancia de
150 [A] (Angstrom) y son rotadas de manera aleatoria alrededor de su centro de
masa para luego realizar ME de cuerpo rigido, primero con ciclos de optimizacion
rotacional y después optimizacion rotacional y traslacional. En la segunda etapa
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se realiza simulated annealing semirigido en espacio de torsién angular (TAD-SA),
que consiste en 3 ejecuciones de simulated annealing: la primera para optimizar las
orientaciones de las proteinas considerandolas como cuerpos rigidos, la segunda
permite el movimiento de las cadenas laterales en la zona de interfaz y la terce-
ra permite movimientos en las cadenas laterales y en la columna en la zona de
la interfaz para arreglos conformacionales. La tercera etapa es un refinamiento
de la cascara de moléculas de agua que se encuentren a una distancia maxima
de 8 [A] mediante simulated annealing y dindmica molecular. Este trabajo seria
mejorado en [36], en donde se estudia el impacto de cambiar la escala de propen-
sion de contactos mediados por agua, que esta relacionada a la probabilidad de
que un par de aminoacidos se enlacen mediante puntes de agua. Alli se propone
el uso de la escala de hidrofobicidad de Kyte-Doolitle[37], que resulta en incre-
mento de la tasa de éxito en un 10% en puntuacién de estructuras de manera
singular y clusters. En [38] se propone usar ME para la prediccién de interaccio-
nes proteina-proteina con el factor diferenciador de tener el cuenta la forma de
la funcién de energia libre. En este trabajo, se plantea que esta funcién podria
tener una forma de embudo multidimensional, por lo tanto, el disenar métodos de
optimizacién teniendo eso en consideracion trae consigo dos potenciales ventajas:
los algoritmos especificos para minimizar funciones con dicha forma pueden ser
mas efectivos que los algoritmos genéricos, y, segundo, servird como una prueba
rigurosa de qué tan bien representa un embudo la forma de la funcion de energia.
El método utilizado es de minimizacion por subestimacion, un método especifico
para funciones con forma de embudo y que sugiere que la funciéon de energia puede
ser localmente subestimada por una funcién convexa. El algoritmo desarrollado
utiliza minimos locales encontrados en la funcién de energia para subestimar una
funcién cuadratica general. El estimador es obtenido tras resolver un problema
de programacién semi-definida, dando el nombre al algoritmo SDU (del inglés
Semi-definite programming-based underestimation). El algoritmo progresa de ma-
nera iterativa, en cada iteracion se construye una lista de minimos locales que
contiene los puntos minimos del subestimador, ademdas se agregan puntos gene-
rados aleatoriamente con probabilidad proporcional a su cercania al minimo del
subestimador. A partir de estos puntos se generan nuevas conformaciones para
alcanzar el minimo global. En la Figura 3.5 se representa la funcién de energia y
el subestimador del algoritmo.

Durante la de década del 2010 aparecen también algoritmos genéticos basados en
PSO! como los son SwarmDock [39] y EigenHex [40] que han sido usados para
optimizar sobre el espacio conformacional considerando flexibilidad de columna

1PSO: Particle Swarm Optimization
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Figura 3.5: Representacion de la funcién de energia con forma de embudo. Los minimos
locales se muestran con cuadrados y la funcién subestimadora en linea pun-
teada [38].

en las proteinas. PSO es un algoritmo genético que evoluciona un enjambre de
particulas que corresponden a un conjunto de a distintas conformaciones del com-
plejo en el espacio conformacional. Cada particula navega dicho espacio concierta
velocidad de acuerdo a la que distancia que tenga con el punto de menor energia
encontrado anteriormente por dicha particula o sus vecinos. El algoritmo de Fiber-
Dock [41] se construye bajo el modelo de ajuste inducido (induced-fit en inglés) de
acoplamiento de proteinas, el que postula que las estructuras entre las proteinas
son parcialmente compatibles, y que durante el acoplamiento, la fuerzas quimicas
propias de la interaccion inducen sus cambios conformacionales. Para aplicarlo,
se utiliza refinamiento de acoplamiento, que refina los candidatos a solucién y los
clasifica en base al anélisis de modos normales (o NMA, del ingles Normal Mo-
de Analysis) considerando flexibilidad tanto en la columna como en las cadenas
laterales. Estos modos normales definen una red de interacciones arménicas en la
proteina que caracterizan como se propagan los cambios estructurales producto
del movimiento molecular de una proteina al ligarse a otra. Estos métodos de
mayor resolucién; que consideran proteinas a un nivel atémico, y con un mayor
grado de libertad en la columna y sus cadenas laterales; proveen mejores resul-
tados debido a que existe mayor informacién adicional més alld de la estructura
[42].

Posteriormente, gracias a los avances de internet y las tecnologias de desarrollo
web, es que actualmente existen web servers tales como FRODOCK [43], ClusPro
[44] o HDOCK [45] que permiten realizar experimentos de acoplamiento utilizando
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archivos estructurales (generalmente en formato PDB?) subidos a la plataforma
por usuarios en tiempo real. Tradicionalmente, las funciones de puntuacién o sco-
ring estiman la calidad de un modelo obtenido por acoplamiento y se pueden
clasificar en tres tipos: (i) aquellas basados en energia fisica, que suelen ser una
combinacién lineal ponderada de diferentes términos energéticos; (ii) aquellas ba-
sadas en potenciales estadisticos, que convierte las distribuciones de contactos
de pares residuo-residuo que depende de la distancia en potenciales a través de
inversi6n de Boltzmann; y (iii) aquellas basadas en machine learning, cuyo acerca-
miento permite descubrir combinaciones no lineales complejas entre los atributos
para poder clasificar los modelos en cercanos a nativos o no. No obstante, han
surgido opciones de funciones de puntuacién basada en grafos, como iScore [46].
En iScore se utilizan grafos para representar el area de interfaz entre dos proteinas,
los nodos corresponden a residuos y las aristas a los contactos entre ellos. Para de-
terminar la calidad de un modelo, se calcula la similitud de su grafo con grafos con
interfaces positiva (nativas) y negativas (no nativas) para predecir la pertenencia
a cada clase. Por otro lado, en [47] se reconocen que todas estas aproximaciones al
problema se sustentan en una seleccion de caracteristicas basadas en conocimiento
del dominio, pero que no necesariamente han sido optimizadas para el propdsito
de puntuar. Para corregir esto, proponen una red convolucional de grafos basada
en energia, que no soélo prediga la calidad del modelo sino también logre aprender
cuales son los atributos mas importantes para ese proceso. En los avances mas re-
cientes de este ano, [48] propone un método de optimizacién de caja negra basado
en tren de tensores, que puede ser implementado tanto en CPU’s como GPU’s,
e incluso, dada su estructura podria ser extendido unidades de procesamiento
cuantico, cuando éstas alcancen una mayor escala y confiabilidad.

2Formato del Protein Data Bank



CAPITULO 4

Diseno de solucion

Debido a que se realizara un proceso de bisqueda para predecir el acople entre
las proteinas, es importante tener claro el espacio de busqueda. El espacio de
bisqueda corresponde al espacio (multi)dimensional en el cual se encuentran las
soluciones a un problema de optimizacién. Como se menciona en la Seccion 2.5,
en términos generales ese espacio de bisqueda estd dado por el espacio rotacional
y traslacional de las proteinas, es decir, como estan orientadas y ubicadas en-
tre si. Los algoritmos disenados son de busqueda basada en complementariedad
geométrica, esto motivado en que la mayoria de los complejos proteicos presentan
coincidencia geométrica en las zonas de interfaz [49]. Ademds, el espacio estara de-
finido también por la representacion de las proteinas, ya que eso dictara que clase
de movimientos pueden realizarse. La representacion cléasica [22; 34] es representar
las proteinas en una grilla 3D.

4.1. De proteina a grilla 3D

La busqueda a realizar esta basada en complementariedad geométrica, esto quie-
re decir que necesitamos representar la superficie de la proteina de manera que
podamos calcular el drea de contacto entre ambas proteinas. Para este efecto, la
grilla serd un arreglo tridimensional del tamano de la proteina, donde cada celda
de la grilla es de 1 [A3] De acuerdo a la ubicacion de los dtomos de la proteina la
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grilla se ira llenando, y una vez generada, se podran generar la grilla de superficie
y ntcleo. En la Figura 4.1 se representa el paso de proteina a grilla 3D.

Figura 4.1: La imagen a la izquierda muestra a la parte superior de una proteina, con
los atomos en gris, con la mitad inferior en forma de grilla. En la imagen
del centro se muestra un corte de una proteina, en gris oscuro la parte de
superficie, y en gris claro la de nicleo. En la imagen de la derecha se muestra
dos proteinas en contacto y en negro se muestra la zona de interfaz. Fuente:
[50]

4.1.1. Grilla de proteina

El proceso de generacion de la grilla de una proteina consiste en marcar en el
arreglo tridimensional toda casilla cuyo centro se encuentre dentro del rango de
[1A] de la esfera de van der Waals de cualquier atomo perteneciente a la proteina.
La esfera de van der Waals es una esfera imaginaria cuyo radio representa la
minima distancia a la que puede encontrarse la nube electrénica de otro atomo sin
que exista repulsion entre ellos. En la Figura 4.2 se muestra un esquema de como
se marcan las celdas de la grilla. En este paso, tanto las celdas punteadas como
achuradas son marcadas de la misma manera. El algoritmo 1 describe este proceso,
donde r{,,, corresponde al radio de van der Waals del d&tomo a y r¢,, su radio de

cobertura, este radio define la esfera alrededor del &tomo que se considerara parte
de la proteina.

4.1.2. Grilla de superficie y nicleo

Una vez definida la grilla de la proteina, se pueden construir las grillas de superficie
y ntcleo. La grilla de superficie es la capa exterior de la proteina y que esté vacia.
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Figura 4.2: Representacion 2D de la grilla de una proteina. La cadena proteica estd
representada por las lineas negras en el centro. Las casillas punteadas son
aquellas que se encuentran dentro del radio de van der Waals (linea de
contorno continua) de cada atomo. Las casillas achuradas son aquellas dentro

o

del rango de 1 [A] extra (linea punteada). Fuente: [22]

Algoritmo 1 Algoritmo de generacién de grilla 3D

Require: p € P

return matriz de proteina G,

D < dimensions(p)

inicializar matriz G, en base a D

for cada atomo a en p do
marcar celda G, de acuerdo a la posicién de a
Ty < Togw T 1
for all celda ¢ en vecindad(a,r?,) do

marcar celda ¢ en G, que tenga su centro dentro de r

end for

end for

a
cov
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Esta estd compuesta por aquellas celdas que tengan al menos una celda vacia! (no

marcada), en la Figura 4.3 se ejemplifica el proceso. Para generarla, una copia de
la matriz es desplazada una posicién a la vez (de las 26 totales del espacio 3D?)
(Figura 4.3 By G), luego se realiza un Or Exclusivo (XOR) con la matriz original
(Figura 4.3 C y H). Esta operacién toma un valor de Verdadero solo si una celda
estd marcada y la otra no, dando como resultado dos porciones de grilla: una que
pertenece a la proteina original en la parte en que la copia ya no cubre, y otra
de parte de la copia que ya no estd sobre la original. A continuacién se realiza
la operacién AND entre el resultado de la operacién anterior y la grilla original
(Figura 4.3 D e I). Esta operacién se vuelve Verdadera sélo cuando ambas celdas
estén marcadas, por lo que nos quedamos con la parte que dejo de estar cubierta
de la copia en la proteina original. Esta secuencia debe ser repetida por cada una
de las 26 direcciones y cada porcion que se obtenga acumularla en la matriz de
superficie, el algoritmo describe el proceso.

Algoritmo 2 Generacién de grilla de superficie

Require: Grilla de proteina G,
inicializar matriz S, vacia
for all direccién d do
C+ G,
C «+ shift(C,d)
C + XOR(C,G))
C <+ AND(C,G))
Sy < OR(S,,C)

end for

return Grilla de superficie .S,

Teniendo las grillas de superficie y proteina, la grilla de niticleo se puede obtener
como resultado de un XOR entre ambas.

'Por como se construye a veces hay celdas que pertenecen a esquinas en la grilla que quedan
formando parte de la grilla de superficie ain no cuando no tienen como vecina a alguna celda
vacia

2Las 26 direcciones estdn compuestas por las 8 direcciones de alrededor, junto con la combi-
nacion de esas direcciones con arriba y abajo
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Figura 4.3: La imagen muestra el proceso de generacién de la grilla de superficie vista
en un plano 2D. La secuencia A-E muestra la porcién de superficie obtenida
de un shift a la derecha. La secuencia F-J muestra la porcién obtenida por
un shift hacia abajo. En K estdn ambas porciones se superficie juntas en

la grilla. En L la superficie completa para la proteina. El contorno de la
proteina original en negrita.

4.2. Forma y funciéon de evaluacion

Para poder decidir que un acople entre dos proteinas es mejor que otro, es necesario
tener un criterio para discernir entre ambas, en este caso, el area de superficie
de contacto. Es importante notar que no todas las posiciones forman acoples
validos, ya que la superposicién de casillas de nicleo de ambas proteinas no esta
permitida de acuerdo a las fuerzas atémicas presentes. La superposicion de celdas
de superficie con celdas nucleares no supone acople incorrecto mas no se consideran
dentro de la superficie de contacto. Por lo tanto, la calidad del acople estara dado
por la cantidad de celdas de superficie superpuestas entre si. Mas formalmente, la
funcion de evaluacion del algoritmo puede plantearse como:

Sean D' las dimensiones de la proteina i, y D, D;, D' las dimensiones en x, y y
z. Sea S; la funcion de superficie de una proteina ¢:
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1, si la celda en (x, y, z) en la proteina i es de superficie
Si(z,y,2) =
0, en otro caso.
(4.1)
y el area de contacto entre superficies de ambas proteinas se calcula como:
Dl
AC(p1,p2) Z Z S1(i, 3, k) - S2(l,m, n) (4.2)
i,5,k Lmmn

, donde D! tomaré los valores de D, D;, D! para i, j, k respectivamente, al igual
que Dj tomara los valores de D2, D7, D2 para [, m,n.

Sea N; la funcién de nucleo de una proteina i:

1, si la celda en (z, y, z) en la proteina 7 es de ntcleo
Ni(z,y,2) = { ( ) (4.3)
0, en otro caso.
, el contacto nuclear entre ambas esta dado por:
Dl
p17p2 H H Nl Z ]7 Ng(l,TTL,TL) (44)
1,5,k L)m,mn
Finalmente, la funcién de evaluacion F' tendra la forma de:
AC(p1,p2), si CN(py, =0
F(p1,p2) = (P1,p2) . (P1,P2) (4.5)
—1, S1 CN(pl,pQ) 7é0

4.3. Algoritmos de busqueda local

Un algoritmo de bisqueda local, a diferencia de uno de busqueda completa, es un
algoritmo que solo recorre el espacio de busqueda de manera parcial. El espacio
que visita esta determinado por su vecindario, que corresponde a un conjunto de
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soluciones que se encuentran cercanas a la solucion actual. Lo que define que una
solucién sea cercana a la actual es el movimiento que pueda realizar el algoritmo
para pasar de una solucién a otra. Ademads, las decisiones que toma estan basadas
en el espacio local en que se encuentra en cierto momento. Por ejemplo, si se
encuentra en una grilla 2D y el algoritmo puede moverse a una posicion que esté a
1 casilla alrededor de la actual (considerando las diagonales) eso quiere decir que
el vecindario actual esta compuesto por las 8 casillas circundantes.

Generalmente los vecindarios y movimientos de los algoritmos estdn definidos
por una metaheuristica. Una metaheuristica es un proceso iterativo que guia la
busqueda, combinando de manera conveniente la exploracion y explotacién del
espacio de busqueda.Entre las metaheuristicas méas conocidas se encuentran: Hill
Climbing, Tabu Search, Simulated Annealing, etc [51].

En el caso de esta memoria, la metaheuristica a utilizar sera de Hill Climbing, la
que consiste en “ascender una colina”, es decir, en cada movimiento elegir un estado
que mejore la solucion actual. Existen dos criterios de mejora estricta: alguna
mejora (AM) y mejor mejora (MM). AM acepta el primer estado encontrado
dentro de la vecindad que mejore la solucion. En cambio, MM revisa el vecindario
completo y en base a eso toma la decisiéon de cudl sera el préximo movimiento.
Existen otros criterios de movimiento que permiten tomar soluciones equivalentes
(tienen la misma calidad) o peores con el objetivo de salir de 6ptimos locales. No
obstante, para esta investigacion se utilizaron solo criterios de mejora estricta.

Ademas de una metaheuristica, los algoritmos pueden contar con una estrategia
de reinicio que permite empezar la busqueda en puntos diferentes del espacio
para evitar quedarse con un unico minimo local. Dada la estructura de grilla
escogida, el reinicio de los algoritmos esta asociado a la aplicacion de una rotacién
a las coordenadas iniciales, para permitir que se explore todo el espacio rotacional
mediante diferentes orientaciones entre ambas.

A continuacién se detallan los dos algoritmos a comparar.

4.3.1. Bisqueda por esfera

La busqueda por esfera consiste en mover una proteina hacia las areas circundante
en el espacio hasta encontrar la posiciéon de mayor contacto, con un criterio de
MM. El primer paso es dejar las proteinas una al lado de la otra pero sin que
exista contacto entre ellas, esta sera la posicion inicial. A partir de alli, una de las
proteina se deja fija,digamos p; y la otra proteina p, sera la que se mueva. Las
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posiciones a las que p, podra moverse estan determinadas por dos parametros que
describen la esfera vecindario alrededor de la proteina: el radio r y el angulo 6.
El radio r define el tamano de la esfera, es decir, qué tan lejos estara la préoxima
solucion de la solucion actual, siendo 1 su valor minimo. 6 describe qué posiciones
podra ocupar py en la superficie de la esfera, ya que la divide de manera angular
las circunferencias de los planos XY e XZ. Por ejemplo, si los parametros elegidos
fuera r = 3y 6 = w/2 eso quiere decir que las soluciones vecinas se encuentran
a 3 celdas de distancia y en rotaciones de 7/2 radianes (90°) de la posicién ac-
tual. El algoritmo 3 muestra una implementacion general de bisqueda por esfera,
donde Vg(r,0) es la funcién que entrega las posiciones de la vecindad de esfera de
parametros r y 6.

Algoritmo 3 Busqueda por esfera

Require: S;, N;, SZ, Ng grillas de superficie y ntcleo.
best_score <+ 0
curr_best + 0
inicializar proteinas en posicién inicial (ug, vp).
loop
for all posicién vecina v en Vg(r, 0) do
T F(uo,v,S;, NI}, Sg, Np2)
if x > curr_best then
curr_best <+ x
end if
end for
if curr_best > best_score then
best_score < curr_best
else
return best_score
end if
end loop

4.3.2. Bisqueda por eje

La busqueda por eje se caracteriza por buscar a lo largo de los ejes cartesianos
con criterio de AM, una vez que se encuentra una solucién mejor se cambia el
eje a recorrer. Para inicializar la posicion de las proteinas, se selecciona un eje
a (entre z,y, o z) al azar con igual probabilidad. Luego se considera un espacio
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del tamano L = 2D? + D! donde D! es la dimensién de la proteina i en el eje
a seleccionado. La proteina ps se coloca al comienzo del eje a y se centra en los
otros dos. La proteina p; se centra en los tres ejes, quedando en el centro del eje
seleccionado, alineada con p,. Para la busqueda, ps se va moviendo una cantidad
step de casillas por vez hasta encontrar una soluciéon mejor. Una vez encontrada
se debe seleccionar el préximo a eje a visita de manera al azar, teniendo el eje
anterior al actual un probabilidad ¢ de ser escogido y el tercero una probabilidad
1 —g. En el caso de la primera iteracion se realiza de manera equiprobable. Si en
el siguiente eje escogido se encuentra una mejora, se repite el proceso de seleccion,
si no, la busqueda pasa al eje no seleccionado. Si en ninguno de los dos ejes se
encuentra una mejora, el algoritmo termina. El algoritmo 4 describe de manera
general este proceso, con Vg(q,a) como funcién que escoge a los ejes distintos de
a, y un parametro de probabilidad q.

4.4. Medicion del ECM con Cadenas de carbones alfa

El error cuadrético medio (ECM) o error de raiz cuadrada media corresponde a la
desviacion estandar de la diferencia entre un valor de prediccién y el original. Este
error mide la dispersién de los datos, es decir, cuanto se aleja el modelo predicho
de la realidad. En el caso del acoplamiento de proteinas, este error resulta util
para medir la calidad de los algoritmos y su capacidad para encontrar complejos
que sean cercanos a las estructuras nativas. En esta investigacion, calcularemos
este error usando las cadenas de carbones de cada una las proteinas. Un carbén
alfa (C*) es el &tomo de carbono central en un aminoécido y el que estd conectado
al radical de éste. De esta manera, la cadena de carbones corresponde al conjunto
de C'* de cada aminoacido presente en una proteina. Esta cadena representa la
columna de una proteina.

La medicion a realizar, una vez que se realizo la prediccion del complejo, consiste
en extraer las coordenadas de los C* de cada una de las cadenas del complejo
predicho, y calcular el error con las cadenas de cémo se encuentran esas protei-
nas unidas en la naturaleza. La suma de las diferencias entre las coordenadas se
calcula para cada cadena, que luego son sumadas para calcular el error total. A
continuacion se detalla el calculo realizado.

Sea Z¢ la cantidad de C'* de la proteina . Sean ija y C§ los j-ésimos C* de una
cadena de proteinas, el primero perteneciendo a la cadena predicha y el segundo a
la natural. Sea F; la suma de las diferencias entre las cadenas predichas y nativas
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Algoritmo 4 Busqueda por eje

Require: S}, N}, S7, N? grillas de superficie y niicleo.
best_score < 0
curr_best < 0
inicializar proteinas en posicién inicial (ug, v).
a < rand_eje()
loop
ar,as + Vg(q,a)
for all posicién v en a; do
x < F(ug,v,S), Ny, S, N)
if © > best_score then
best_score <— x
a < ap
break
end if
end for
if = # best_score then
for all posicién w en ay do
x <+ F(ugp,w, S;,N;,Sf), N}?)
if © > best_score then
best_score <— x
a < ao
break
end if
end for
if © # best_score then
return best_score
end if
end if
end loop
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de la proteina i, que se calcula:

zZ7
E =) ¢y =G| (4.6)
J
Finalmente, ECM estara dado por:
E, + E,
ECM = | ——+ 4.7
z¢8 + 728 (47)

4.5. Tipos de instancias

Se entiende por instancia, al conjunto de proteinas que se intentard acoplar entre
si. Estas instancias se encuentran separadas en tres grupos diferentes de acuerdo
a la dificultad de realizar el acoplamiento.

= Bound: En este grupo los complejos son reconstruidos a partir de estructuras
ya cristalizadas ® separadas de un complejo.

= Pseudo-unbound: En este grupo una de las estructuras se encuentra en su
forma libre o nativa (corresponde a la forma en que se puede encontrar la
estructura sin estar acoplada a otra en la naturaleza) y la otra en su forma
cristalizada. En este grupo también se incluyen instancias en las que un
monomero se acopla con una copia de si mismo en vez de con su par. Este
grupo corresponde a una dificultad media ya sélo una de sus cadenas estd
cristalizada.

= Unbound: En este grupo ambas estructuras se encuentran en su forma libre
o nativa y corresponde al grupo de mayor dificultad. En este caso ambas
cadenas presentan diferencias con respecto a su estructura a cuando estan
acopladas.

3Proteina cristalizada: Protefna estabilizada en una estructura de cristal. Al ser separadas
del complejo estando cristalizadas, mantienen la forma en la que se acoplaron.



CAPITULO 5

Resultados

En este capitulo se revisa la configuracién de los experimentos y algoritmos, junto
con el conjunto de instancias a utilizar. Se presentan las caracteristicas del entorno
de ejecucién en el cual se realizan los experimentos y se analizan los resultados
obtenidos. Finalmente se hace un andlisis estadistico para determinar si existe
diferencia en el desempeno de los algoritmos.

5.1. Configuracion de los algoritmos y la experimen-
tacion

Los algoritmos utilizados en la experimentacion son uno de bisqueda por esfera
(Seccién 4.3.1) y uno de bisqueda por eje (Seccién 4.3.2). El algoritmo de biis-
queda por esfera tiene como pardmetro r = 1y 6 = 7/4 (45°) y algoritmo de
busqueda por eje sus parametros son step = 1y ¢ = 0,5. Ademéas ambos cuentan
con reinicio para cambiar la orientacion de las proteinas. El de bisqueda por esfera
aplicaba rotaciones de 7/4 (90°) alrededor de cada eje para ambas proteinas, es
decir, 4 posiciones por cada eje, 64 orientaciones por proteina, totalizando 4096 de
reinicios. Para el algoritmo de eje, como la proteina p, atraviesa a la proteina po,
la proteina p; considera solo 8 orientaciones, mientras que la segunda mantiene
los 8, dando un total de 512 reinicios.
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Las instancias utilizadas para comparar el desempeno de los algoritmos, estdan se-
paradas en los grupos mencionados en la Seccion 4.5. En la tabla 5.1 se encuentran
listadas las instancias de tipo Bound, en la tabla 5.2 estan las instancias de tipo
Pseudo-unbound y finalmente en la tabla 5.3 estén las instancias de tipo unbound.
Cada tabla incluye la sigla de identificacién de la instancia, el nombre, y el(los)
archivo(s) asociado(s). Todos ellos fueron obtenidos del Protein Data Bank [4] en
formato PDBx/mmCIF y el listado de instancias seleccionado, fue extraido desde
[22].

Para cada ejecucion, se consideré un tiempo maximo de 14 horas, y para evitar
que hubiera un sesgo con respecto a que algunas orientaciones nunca se visitaran
por limite de tiempo, se aplicé una rotacién aleatoria a las coordenadas de ambas
proteinas, que luego recibirian las rotaciones de cada reinicio.

ID Nombre Archivo(s) PDB
2SICXX | Subtilisin-inhibitor (wt) 2sic
1SBNXX | Subtilisin-eglin ¢ 1sbn
1TECXX | Thermitase-eglin ¢ 1tec
1ACBXX | a-chymotrypsin-eglin ¢ lacb
3SDHXX | Clam hemoglobin dimer 7 3sdh
2PCCXX | CcP-cytochrome c 2pcce

Tabla 5.1: Lista de instancias Bound

ID Nombre Archivo(s) PDB
3SDHXF | Clam hemoglobin dimer 3sdh
1DXGXF | Desulforedoxin dimer 1ldxg
6EBXXF | Erabutoxin dimer 6ebx
2MIPXF | HIV-2 protease dimer 2mip
1YQVXF | HyHel5 Fab-lysozyme 1lza, 1lyqv
SHFMXF | HyHell0 Fab-lysozyme 11za, 3hfm
1CTAXF | Troponin ¢ dimer lcta

Tabla 5.2: Lista de instancias Pseudo-unbound

El entorno de ejecucién en donde se llevaron a cabo los experimentos cuenta con
un procesador Ryzen 3 3100 de 3.6GHz y 16GB de RAM , el cédigo fue escrito en
lenguaje C++ y compilado con g++ version 9.3.0
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ID Nombre Archivo(s) PDB
2PTCFF | Trypsin-inhibitor 2ptn, 4pti, 2ptc
2SICFF | Subtilisin-inhibitor (wt) 2st1, 3ssi, 2sic
2PCCFF | CcP-cytochrome ¢ (yeast) leep, lyce, 2pee
2PCBFF | CcP-cytochrome ¢ (horse) leep, lhre, 2pcb
2SNIFF | Subtilisin-chymotrypsin inhibitor | 1sup, 2c¢i2, 2sni
1FSSFF | Acetylcholinesterase-fasciculin IT | 2ace, 1fsc, 1fss

Tabla 5.3: Lista de instancias Unbound

5.2. Resultados

En las Tablas 5.4,5.5 y 5.6 se listan los resultados obtenidos por los algoritmos para
los tres grupos de instancias con respecto al puntaje de la funcién de evaluacion y
el error cuadratico medio (ECM), que estén en [A?] y [A] respectivamente. De el
total de 19 instancias evaluadas, el algoritmo de busqueda por eje logré puntajes de
complementariedad superiores en 13 de ellos, y empaté en 2 (IDXGXF, 6EBXXF).
En términos de ECM el desempeno de ambos algoritmos fue similar llevandose
8 el de esfera y 9 el de eje ademéas de dos empates. En particular, el método de
busqueda de ejes produce buenos resultados para las instancias de tipo Bound,
teniendo la mayoria de mejores puntajes y ECM, y en uno de ellos la diferencia
es < 1[A] En las figuras 5.1 y 5.2 estan graficados los puntajes y ECM en donde
se aprecia con mayor claridad estas tendencias.

Es importante senalar que para que una configuracién se considere cercana a una
nativa, el ECM debiese ser < 4[A], lo que no se cumple para ninguna instancia
y método, y si bien se hallaron valores “cercanos”, los errores su encuentran un
orden de magnitud mas arriba de lo deseado, por lo que las estructuras predichas

no corresponden a los complejos nativos.

En las Tablas 5.7, 5.8 y 5.9 se hace la comparacién entre los tiempos de ejecucion
para cada instancia de parte de ambos algoritmos, en donde se incluye el tiempo
promedio de una interaccion y el tiempo total de ejecucion, medidos en segundos
[s] v en horas y minutos [hh:mm] respectivamente. En las instancias Bound y
Pseudo-unbound no se aprecia una gran diferencia entre ambos, teniendo el eje
un mejor tiempo en cada una. Ademdas hubo 1 y 2 instancias respectivamente
que no lograron completar todas sus iteraciones y alcanzaron su tiempo limite.
Sin embargo con respecto a las instancias Unbound, el método de esfera logra de
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Esfera Eje

ID Ptje ECM | Ptje ECM
2SICXX | 243 47.31 | 203 23.00
ISBNXX | 204 51.29 | 234 43.29
ITECXX | 236 14.24 | 282 15.31
TACBXX | 223 26.68 | 258 11.34
3SDHXX | 223 18.23 | 254 47.45
2PCCXX | 257 61.08 | 282 40.20

Tabla 5.4: Resultados de puntaje y ECM para instancias Bound

Esfera Eje

ID Ptje ECM | Ptje ECM
3SDHXF | 200 85.42 | 396 73.22
IDXGXF | 214 1290 | 214 12.90
6EBXXF | 306 32.60 | 306 32.60
2MIPXF | 172 73.87 | 244 20.70
1YQVXF | 273 17.13 | 311 37.03
SHFMXF | 205 27.88 | 243 45.76
1CTAXF | 226 11.77 | 213 12.37

Tabla 5.5: Resultados de puntaje y ECM para instancias Pseudo-unbound

Esfera Eje

ID Ptje ECM | Ptje ECM
2PTCFF | 239 25.06 | 216 11.80
2S5ICFF | 255 37.66 | 280 38.62
2PCCFF | 205 36.76 | 222 41.09
2PCBFF | 177 4524 | 305 14.91
2SNIFF | 191 24.18 | 292 27.82
1FSSFF | 300 26.18 | 257 15.97

Tabla 5.6: Resultados de puntaje y ECM para instancias Unbound
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Figura 5.1: Gréfico de los puntajes de complementariedad geométrica obtenidos para
cada instancia, separado por método.

manera consistente mejores tiempos que el método de eje, que en dos instancias
lleg6 al tiempo limite. En la Figura 5.3 se grafican los tiempos totales.

En las Tablas 5.10, 5.11 y 5.12 estan los datos correspondientes a la cantidad de
veces que se llamé la funcién de evaluacion, es decir, la cantidad de configuraciones
distintas revisadas por cada uno, tanto promedio por iteracién como totales. A
lo largo de los tres grupos de instancias, el método de eje mantiene la cantidad
de evaluaciones totales mas bajas. Estos resultados estan influenciados por dos
factores principales: el primero a tomar en cuenta es la cantidad de iteraciones,
ya que el método de eje realiza 8 veces menos iteraciones que el método de esfera;
el segundo factor corresponde al criterio de mejoria, ya que el método de esfera
utiliza el criterio MM y el de eje AM. Esto se ve amortiguado por el hecho de que
la vecindad del método de eje es mucho mayor que las de esfera. Mas claramente
eso se nota en los valores de evaluaciones promedio por iteracion, en los que el
método de eje es mucho mayor que el de esfera, llegando a ser incluso mas de 4
veces mayor.
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Figura 5.2: Grafico de los errores cuadratico medios obtenidos para cada instancia, se-
parado por método.

Esfera Eje

1D Prom Total | Prom Total
2SICXX 9.11 11:20 | 77.49 11:09
ISBNXX | 6.75 08:29 | 52.07 07:31
1ITECXX | 6.25 07:53 | 55.15 07:57
1ACBXX | 6.65 08:23 | 53.30 0T7:41
3SDHXX | 7.96 09:58 | 75.78 10:54
2PCCXX | 28.32 14:00 | 320.61 14:05

Tabla 5.7: Resultados de tiempo para instancias Bound
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Esfera Eje

ID Prom Total | Prom Total
3SDHXF 7.89 09:57 | 81.87 11:47
1DXGXF 2.38 02:57 | 13.26 01:57
6EBXXF 3.76 04:37 | 22.66 03:16
2MIPXF 6.33 07:54 | 55.58 08:00
1YQVXF | 15.68 14:00 | 150.06 14:00
SHFMXF | 16.28 14:00 | 161.74 14:00
1CTAXF 3.43 04:16 | 21.66 03:08

Tabla 5.8: Resultados de tiempo para instancias Pseudo-unbound

Esfera Eje

1D Prom Total | Prom Total
2PTCFF | 7.21 09:03 | 63.36 09:08
2SICFF 8.57 10:40 | 75.32 10:51
2PCCFF | 9.47 11:56 | 103.62 14:00
2PCBFF | 9.40 11:55| 97.62 14:00
2SNIFF 7.22 09:05 | 63.56 09:09
1FSSFF | 13.36 14:00 | 116.41 14:02

Tabla 5.9: Resultados de tiempo para instancias Unbound

Esfera Eje

1D Prom Total | Prom Total
2SICXX 143 586872 632 324528
1SBNXX 138 566592 583 299290
1TECXX 123 504920 586 300701
1ACBXX 134 549328 595 305580
3SDHXX 128 525720 634 325471
2PCCXX 134 220402 848 133139

Tabla 5.10: Resultados de cantidad de evaluaciones para instancias Bound
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Figura 5.3: Grafico de los tiempos de ejecucion de cada instancia, separado por método.

Esfera Eje

1D Prom Total | Prom Total
3SDHXF 122 502840 633 324745
1DXGXF 138 565968 394 202150
6EBXXF 140 574600 441 226366
2MIPXF 125 512200 567 291308
1YQVXF 141 416416 732 244057
3HFMXF 138 389610 718 221929
1CTAXF 122 499928 416 213788

Tabla 5.11: Resultados de cantidad de evaluaciones para instancias Pseudo-unbound
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Esfera Eje

1D Prom Total | Prom Total
2PTCFF 129 531856 590 302982
2SICFF 140 575120 609 312648
2PCCFF 130 534976 704 339638
2PCBFF 124 508248 675 345298
2SNIFF 130 534560 606 310967
1FSSFF 149 509834 683 293433

Tabla 5.12: Resultados de cantidad de evaluaciones para instancias Unbound

5.3. Analisis estadistico

En esta Seccion se pretende concluir si un algoritmo es mejor que otro mediante
un analisis estadistico. La prueba estadistica a utilizar el Wilcozon Signed-Rank
test de dos colas con un nivel de significancia de 0.05. La hipdtesis nula senala
que no existe diferencia entre las medias de ambos algoritmos, es decir, no hay
diferencia en el desempeno de ambos algoritmos. La hipdtesis alternativa indica
que si existe diferencia entre ambos algoritmos.

Esta prueba fue aplicada para el valor de puntaje obtenido por ambos métodos ya
que fue el valor utilizado para optimizar, en la tabla 5.13 se adjuntan los resultados
del test.

Sum of Neg. Ranks | Sum of Pos. Ranks | Z-value p-value
27 126 -2.343 0.019
Media (W) Desv. estandar (W) | W-value | Valor critico
76.5 21.12 27 34

Tabla 5.13: Resultados del test de hipotesis Wilcozon Signed-Rank de dos colas, con
significancia de 0.05 entre método de esfera y eje

En base a este test de hipdtesis y con un p-valor de 0.019 se acepta la hipdtesis
alternativa y se concluye que existe diferencia entre las medias obtenidas por
ambos algoritmos.
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Conclusiones y Trabajo Futuros

En el presente trabajo, se analizaron exitosamente dos estrategias de busqueda
sobre la metaheuristica Hill climbing para el problema de acoplamiento entre pro-
teina, siendo comparados estadisticamente, arrojado que el método de buisqueda
por eje es significativamente mejor que el método método de esfera, cumpliendo
con la directriz principal de la investigacion.

A nivel cualitativo, el algoritmo de busqueda por eje es superior en términos de
encontrar lugares de mejor complementariedad geométrica, a un coste de tiempo
mayor. No obstante, ninguno de los dos algoritmos logré encontrar conformacio-
nes cercanas a las nativas. Dicho comportamiento se explica por la fijacion en el
criterio de complementariedad geométrica, dejando de lado otros criterios que son
importantes, y deben ser agregados en estrategias futuras.

La eleccion de la metaheuristica de Hill Climbing presenta un buen primer acerca-
miento para resolver el problema, sin agregar ruido al analisis de las estrategias de
busqueda definidas. A nivel algoritmico, su procedimiento es insuficiente respecto
a la complejidad del problema, al no presentar estrategias de diversificacién de la
busqueda o salir de maximos locales, a pesar de ser complementado por reinicios.
Por lo tanto, el uso de otras metaheuristicas como Tabu Search, Simulated Annea-
ling o Algoritmos Genéticos puede complementar el desempeno de las estrategias
de busqueda analizadas.
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6.1. Trabajos Futuros

Las opciones de trabajo futuro para mejorar el desempeno actual, se listan a
continuacion:

= Integrar otros parametros de exploraciéon de acoplamiento asociados a la
complementariedad geométrica en los algoritmos para que los vecindarios
incluyan més configuraciones existentes espacio de busqueda, evitando caer
en Optimos locales.

= Incorporar otros criterio de optimizaciéon que suplementen a la complemen-
tariedad geométrica. como por ejemplo las fuerzas electrostaticas.

= Trabajar con un conjunto de mejores candidatos encontrados en vez del me-
jor, de tal forma de someterlos a otro proceso de reparacién metaheuristica
fuera del proceso de optimizacién geométrica.
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