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Resumen

TITULO: Docking Molecular Directo Entre Proteina y Ligando
Flexible Utilizando Técnicas de Inteligencia Artificial !

AUTOR: Nydia Paola Rondén Villarreal. 2

PALABRAS CLAVE: Docking molecular, complejo proteina-ligando, RMSD,
Algoritmo Genético

El diseno de farmacos es un proceso ineficiente y costoso, que necesita ser mejorado para poder
brindar a la humanidad medicinas seguras, efectivas y asequibles. Las herramientas computacionales
han permitido mejorar este proceso mediante la simulacién de las posibles interacciones existentes
entre las proteinas y los posibles medicamentos. Sin embargo, dichas herramientas no suministran
resultados fiables para todos los tipos de complejos proteina-ligando.

Una de estas herramientas computacionales es el docking molecular, que consiste en predecir el com-
plejo mas estable en términos de energia entre un receptor o proteina y un ligando o compuesto con
las propiedades quimicas necesarias para poder considerarse como posible farmaco. En los ultimos
anos, el proceso de docking molecular se ha venido trabajando con algoritmos genéticos, bisqueda
tabn, recocido simulado, entre otras técnicas y los resultados obtenidos han sido satisfactorios.

En el presente trabajo de investigacién se desarrolld un proceso computacional de docking mole-
cular utilizando una variante de un algoritmo genético de estado estable, en donde la funcién de
evaluacion de energia es aquella suministrada por el campo de fuerza AMBER. En la primera parte
del documento se ilustra brevemente el proceso bioquimico de la unién de una proteina con un
ligando, la seleccién de la técnica de inteligencia artificial utilizada y la seleccién de la funcién de
energia. Posteriormente, se describen los pasos realizados para el desarrollo del proceso de docking

molecular y finalmente, se presentan las simulaciones realizadas y los resultados obtenidos.

!Trabajo de grado
2Facultad de Ingenierfas Fisico Mecanicas. Escuela de Ingenierfa de Sistemas e Informética. Director:
Henry Arguello. Codirector: Rodrigo Torres.
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Abstract

TITLE: Direct Molecular Docking Between Protein and Flexible
Ligand Using Artificial Intelligence Techniques ?

AUTHOR: Nydia Paola Rondén Villarreal *

KEY WORDS: Molecular Docking, protein-ligand complex, RMSD, Ge-
netic Algorithms

Drug design is an inefficient and expensive process that needs to be improved to provide safe,
effective and affordable medicines to the humanity.Computational tools have improved this process
by simulating the possible interactions between proteins and ligands. However, these tools do not
provide reliable results for all types of protein-ligand complexes.

One of these computational tools is molecular docking, which allows to predict the most stable
complex in terms of energy between a protein or receptor and a ligand or compound with the
chemical properties needed to be considered as a potential drug. In recent years, the molecular
docking process has been working with genetic algorithms, tabu search, simulated annealing, among
other techniques and results have been satisfactory.

In this research was developed a computational process of molecular docking using a variant of
a steady-state genetic algorithm, where the energy evaluation function is that supplied by the
AMBER force field. The first part briefly illustrates the biochemical process of the binding of a
protein with a ligand, the selection of the artificial intelligence technique and the choice of the energy
function. Then, the steps taken for the development of molecular docking process are described and

finally the simulations and results are presented.

3Research work
4Faculty of Physical-Mechanical Engineerings. Systems engineering and informatics department. Advisor:
Henry Arguello. Co-advisor: Rodrigo Torres
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1. Docking Molecular: Modelando un
Proceso Bioquimico

1.1 Organismos Vivos

Todo organismo vivo en la tierra estd compuesto por células que controlan
su estructura y funcionamiento. Estas células requieren de la presencia de
cuatro grandes grupos de biomoléculas (carbohidratos, lipidos, proteinas y
acidos nucléicos), para que la vida exista.

Todos los organismos, incluidas las células, utilizan los carbohidratos co-
mo fuente de energia. Los lipidos ademas de cumplir funciones estructurales
y de regulacion del organismo, se convierten en una reserva concentrada de
energia. Las proteinas son biomoléculas de gran tamano que desempenan un
papel fundamental para la vida, estan compuestas por aminoacidos y varian
tanto en estructura como en funcién. Existen diversos criterios para clasificar
las proteinas entre los cuales se encuentran la forma, la solubilidad, la com-
posicién quimica y su funcién. Segin la forma las proteinas se clasifican en
globulares y fibrosas, segin la solubilidad se clasifican en insolubles, solubles
y poco solubles, de acuerdo a la composicién quimica se clasifican en simples y
conjugadas, dentro de estas ultimas se encuentran las lipoproteinas, glicopro-
teinas, fosfoproteinas, hemoproteinas, flavoproteinas y metaloproteinas [1].
Finalmente, segin la funcién biolégica que realizan, las proteinas se clasi-
fican en enzimas, de transporte, de reserva, contractiles, estructurales, de
defensa y reguladoras. Por otra parte, los acidos nucléicos son macromolécu-
las formadas por la repeticiéon de mondémeros llamados nucledtidos, que se
encuentran al interior de las células. Existen dos tipos de acidos nucléicos,
el acido desoxirribonucléico (ADN), el cual contiene la informacién genética
del organismo y permite controlar el crecimiento, funcion y reproduccion ce-
lular, y el dcido ribonucléico (ARN) que permite transferir informacion vital

13



Docking Molecular: Modelando un Proceso Bioquimico 14

durante la sintesis de proteinas (produccién de las proteinas que necesita la
célula para sus actividades y su desarrollo) [2].

1.2 Aminoacidos y Proteinas

Las proteinas son polimeros de aminoacidos unidos por medio de enlaces
peptidicos. Este tipo de enlace es covalente y se forma al unir el grupo a-
carboxilo del primer aminoacido y el grupo a-amino del segundo. A la unién
de estos dos aminoacidos se le conoce como dipéptido. De manera similar, tres
aminodacidos se pueden unir mediante dos enlaces peptidicos para formar un
tripéptido, cuatro aminodcidos forman un tetrapéptido y asi sucesivamente.
A la unién de pocos aminodacidos, generalmente menos de 10, se le conoce con
el nombre de oligopéptido, mientras que a la unién de multiples aminoacidos
se le conoce como polipéptido.

Las proteinas se caracterizan por tener miles de aminoacidos en un orden
especifico. A esta secuencia de aminoacidos se le conoce como estructura pri-
maria de una proteina y determina el plegamiento de la misma, generando
una unica estructura tridimensional y en consecuencia, determinando la fun-
cion de dicha proteina. Las funciones de las proteinas dependen casi siempre
de interacciones con otras moléculas y éstas se pueden ver significativamente
afectadas por cambios, sttiles o grandes, en la conformacién de la proteina.
Miles de enfermedades genéticas humanas se deben a la produccion de pro-
teinas defectuosas [2].

Las funciones de varias proteinas involucran la unién reversible con otras
moléculas. Una molécula que se une a una proteina de forma reversible es co-
nocida como ligando y las interacciones de éste con la proteina son las que le
permiten a un organismo responder de forma rapida y reversible a los cambios
del entorno y del metabolismo. Este tipo de interacciones son especificas, es
decir, la proteina puede discriminar entre miles de moléculas diferentes en su
ambiente y seleccionar una o pocas moléculas a las cuales unirse. Esta union
se realiza en un sitio especifico de la proteina llamado sitio de enlace, o sitio
activo para el caso de las enzimas, el cual es complementario al ligando tanto
en tamano, forma, carga y cardcter hidrofébico o hidrofilico [2]. La unién de
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una proteina con un ligando rara vez se realiza mediante enlaces covalentes
debido a su naturaleza reversible. Por lo anterior, la mayoria de las intera-
cciones proteina-ligando se realizan a través de fuerzas intermoleculares, no
covalentes, entre las que se destacan las interacciones electrostaticas, de van
der Waals e hidrofébicas y los puentes de hidrégeno. En las primeras, una
carga positiva y una carga negativa se atraen mutuamente y las interacciones
pueden ser de tres tipos: idénicas, dipolo-ién y dipolo-dipolo. Las interacciones
de van der Waals se forman entre grupos moleculares neutros cercanos entre
si. Las interacciones hidrofébicas dependen del elevado grado de desorden
(entropia) del agua y son caracteristicas de aquellas moléculas que no pueden
interaccionar facilmente con el agua. Finalmente, los puentes de hidrégeno,
se establecen entre moléculas capaces de generar cargas parciales y se forman
por atomos de hidrogeno localizados entre dtomos electronegativos.

1.3 Docking Molecular

En el diseno de medicamentos asistido por computador (in silico), el prin-
cipal objetivo es encontrar el complejo més estable (aquel con la energia mas
baja), entre un receptor (proteina) y un ligando. En este caso el término
ligando hace referencia a una molécula, generalmente pequena, que cumple
ciertas propiedades quimicas para poder ser considerada como un posible
farmaco. Lipinski en el ano 1997 planted una serie de reglas, conocidas como
“Rule—of-Five”, que permiten realizar un filtrado de aquellos ligandos que no
sirven como medicamentos en las personas. Una explicaciéon mas detallada de
éstas y otras reglas desarrolladas, se puede encontrar en [3-5].

El proceso computacional que permite encontrar complejos energéticamen-
te favorables, entre dos tipos de moléculas, se conoce como docking molecular.
Dependiendo de estas moléculas de entrada, las herramientas de docking se
pueden clasificar en dos tipos. El primero hace referencia al docking macro-
molecular, en el cual dos macromoléculas como las proteinas o el ADN se
unen. El segundo tipo es el docking de pequenas moléculas, en el cual una
macromolécula se une a una pequena molécula. Para el caso del diseno de
medicamentos este proceso es conocido como docking entre proteina y ligan-

do [6].
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El docking molecular tiene tres enfoques: rigido, semiflexible y flexible [7].
En el primer caso, tanto el receptor (en este caso una proteina) como el ligan-
do son considerados como estructuras quimicas rigidas, limitando el problema
a la busqueda de las posiciones de cada uno de ellos en el espacio [8]. En el
segundo, se considera al receptor rigido y al ligando flexible (su estructura
puede cambiar de acuerdo a los enlaces rotables que posea), este enfoque tie-
ne un espacio de busqueda mas amplio, puesto que no solo se debe encontrar
las posiciones del receptor y el ligando sino que se debe buscar una estructura
geométrica 6ptima para el ligando [9].

El tercer enfoque, es el méas complejo y costoso computacionalmente, pues-
to que tanto el receptor como el ligando son considerados flexibles, ocasio-
nando que el espacio de busqueda para el complejo con la estructura mas
estable sea de un tamano de varios ordenes de magnitud mayor que en los
casos anteriores [10]. Sin embargo, existe una reduccién considerable del es-
pacio de busqueda si el sitio activo de la proteina es conocido. En el caso
en el que el sitio activo no es conocido, se habla de docking ciego o docking
global, mientras que el docking directo hace referencia al caso en el que se
conoce el sitio activo de la proteina [7].

1.4 Funcién de Evaluacion de Energia

Un aspecto importante en el proceso de docking molecular es la funcion de
energia que permite calcular la energia libre del complejo proteina-ligando, la
cual es un indicador de la estabilidad del mismo. Estas funciones se pueden
agrupar en empiricas, basadas en campos de fuerza y basadas en el conoci-
miento [7].

Las funciones empiricas se basan en las propiedades de la estructura del
complejo receptor-ligando. La primera desventaja de este tipo de funciones,
consiste en que es dificil determinar con exactitud lo que cada término de
la funcion aporta y es dificil evaluar de donde provienen los errores. Una se-
gunda desventaja consiste en que solo se obtienen predicciones exitosas si las
moléculas hacen interacciones similares a aquellas que realizaron los comple-
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jos en el conjunto de entrenamiento [11].

Las funciones basadas en el campo de fuerza son las mas utilizadas en el
docking molecular, y permiten calcular la energia de un complejo en funcién
de sdlo las posiciones de los nicleos. Este tipo de funciones permite obtener
buenos resultados en un corto tiempo computacional [12].

Finalmente, en las funciones basadas en modelos de conocimiento, para
cada tipo de par de atomos, se cuenta la frecuencia de aparicion dependiendo
de la distancia. Los histogramas resultantes se convierten en una funcién de
energia y el valor para un complejo dado se calcula mediante la suma de los
valores de la funcién de energia para todos los pares del complejo [13].

En general, las funciones de evaluacion para el caso de docking rigido sélo
contemplan la energia de interaccion entre el receptor y el ligando. Para los
casos del docking semiflexible y flexible, se deben contemplar tanto la energia
de interaccion entre las moléculas, como la energia interna del ligando para el
primer caso, y la energia interna de ambas moléculas para el segundo. La fun-
cién de energia general, se puede escribir mediante la siguiente ecuacién [9]:

Etotal - Einter + Eintm [kcal/mOl] (1)

donde Ej., representa la energia total del complejo, ;e la energia in-
termolecular y Ej,;, la energia intramolecular.

Teniendo en cuenta lo anterior, el proceso de docking molecular se pue-
de ver como un problema de optimizacién con un espacio de busqueda de
tamano considerable, que debe recorrerse para localizar el complejo méas es-
table, aquel con la menor energia libre de enlace, que corresponde al mejor
minimo local.

Las técnicas de inteligencia computacional, se han convertido en herra-
mientas tutiles en la solucion de este tipo de problemas y permiten obtener
mejores resultados que los obtenidos con los métodos de bisqueda y optimiza-
cién tradicionales [14,15]. Algunas de las técnicas de inteligencia computacio-
nal para problemas de optimizacién son la computacion evolutiva, algoritmos
genéticos, enjambre de particulas y colonia de hormigas [16].
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En los ultimos anos, el problema del docking molecular se ha venido tra-
bajando con algoritmos genéticos, busqueda tabu, recocido simulado, entre
otras técnicas y los resultados obtenidos han sido satisfactorios [17-20].

1.5 Caracteristicas del Proceso de Docking Molecular
Semiflexible

En el presente trabajo de investigacion se realiza un proceso de docking
molecular directo semiflexible entre proteina y ligando con las siguientes ca-
racteristicas: Las proteinas se limitan a enzimas para las cuales el sitio activo
se encuentre registrado en la base de datos Catalytic Site Atlas [21]. En el
proceso de docking molecular se utiliza la estructura tridimensional de la
proteina presente en el complejo del conjunto de prueba, esto es, la estruc-
tura que adopta la proteina cuando ésta se une al ligando. La estructura de
la proteina se mantiene rigida durante toda la simulacién y los aminoacidos
pertenecientes al sitio activo son delimitados por una malla tridimensional
con espacios de 0.2 A.

Las moléculas de agua son removidas para disminuir la complejidad compu-
tacional de las simulaciones. La flexibilidad del ligando se trabajé diviendo
dicha molécula en partes rigidas que giran de acuerdo con los enlaces rotables
que posea. La funcién de evaluacién de la energia utilizada en este estudio fue
la del campo de fuerza AMBER, [22]. Para el proceso de optimizaciéon se uti-
liz6 un algoritmo genético y para la validacién de los resultados se realizé el
célculo de la distancia RMSD (Root Mean Square Deviation) entre la estruc-
tura obtenida y la estructura cristalina. Los atomos de hidrégeno se ignoraron
en la evaluaciéon de esta medida, debido a que los complejos suministrados
por el Protein Data Bank no incluyen dichos atomos.

Finalmente, entre las principales caracteristicas de los complejos proteina-
ligando seleccionados para el conjunto de prueba, se encuentra que las es-
tructuras fueron determinadas mediante difraccién de rayos X de sus formas
cristalinas, los complejos no poseen enlaces covalentes entre la proteina y el
ligando, la molécula del ligando no contiene elementos quimicos pocos comu-
nes como Be, B, Si y atomos metédlicos y los complejos no tienen multiples
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ligandos en un sitio de enlace comun [23].
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2. Métodos de Optimizacion utilizados
en Docking Molecular

Teniendo en cuenta que el proceso de docking molecular directo y semifle-
xible se puede ver como un problema de optimizacion con multiples minimos
locales, la utilizacion de métodos tradicionales de busqueda como por ejem-
plo el método de Monte Carlo, Gradiente descendiente, entre otros, no es
la opcion mas recomendada, puesto que dichos métodos pueden converger
a minimos locales y el proceso de realizar multiples simulaciones con con-
diciones iniciales diferentes, aparte de incrementar el tiempo computacional,
resulta ineficiente cuando la cantidad de minimos locales incrementa de forma
exponencial con el tamano del problema [24]. El uso de técnicas de inteligen-
cia artificial en el proceso de docking molecular ayuda a obtener un mejor
rendimiento, debido a que estos métodos de optimizacién permiten buscar
nuevas soluciones que compitan con el actual minimo local, evitando asi, que
el resultado dependa de la configuracion inicial del algoritmo y evitando con-
verger a un minimo local [24]. El uso de estas técnicas en el campo de docking
molecular se ve respaldado con los multiples trabajos de investigacién que las
utilizan. Algunos ejemplos de estos trabajos se listan a continuacion.

En el ano 1995, Jones et al. [25] desarrollaron uno de los primeros proto-
tipos de docking molecular semiflexible, con un algoritmo genético de esta-
do estable. En este prototipo se tuvieron en cuenta los posibles enlaces de
hidrégeno que se pueden formar entre el ligando y el receptor, con el objetivo
de mejorar el rendimiento de dicho algoritmo. Las simulaciones se realizaron
50 veces para cada complejo y los resultados obtenidos fueron favorables. Sin
embargo, Jones et al. resaltan que multiples mejoras pueden ser realizadas
al prototipo disenado en [25]. Dos anos més tarde, Jones y su equipo de
trabajo presentan a la comunidad cientifica, un nuevo prototipo conocido co-
mo GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) [26], el cual presenta
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ciertas mejoras con respecto al anterior prototipo. En este estudio, el algo-
ritmo genético desarrollado fue probado con 100 complejos proteina-ligando
y el porcentaje de acierto fue de 71 % teniendo como umbral un valor de
RMSD entre 2 y 3 A. En ese mismo afio, Westhead et al. [15] realizaron un
estudio comparativo entre 4 métodos heuristicos (algoritmo genético, progra-
macion evolutiva, recocido simulado y busqueda tabul) aplicados al caso del
docking molecular. Los resultados indicaron que todos los métodos analizados
son efectivos y tienen un rendimiento satisfactorio. Sin embargo, como casos
particulares, se destacan el algoritmo genético que arroja la menor energia
promedio en los complejos y el algoritmo de busqueda tabu que permite en-
contrar con alta probabilidad un minimo local cercano al minimo global.

Para el ano 2003 Bursulaya et al. [23] llevaron a cabo un estudio compara-
tivo de 5 programas para docking molecular flexible: DOCK 4.0, FlexX 1.8,
AutoDock 3.0, GOLD 1.2 e ICM 2.8, en el cual las tasas de acierto para un
RMSD menor a 2 A fueron 46 %, 30 %, 35 %, 46 % y 76 % respectivamente.
Los resultados sugieren que los programas evaluados realizan un buen trabajo
de docking molecular y entre los méas destacados se encuentran el software
ICM que utiliza el método de Monte Carlo, el software GOLD que utiliza
un algoritmo genético y el software DOCK que utiliza un algoritmo de re-
construccién incremental. Un ano después Magalhaes et al. [27] desarrollaron
un algoritmo genético de estado estable para simular un proceso de docking
molecular semiflexible. En las simulaciones utilizaron una poblaciéon de 1000
individuos y 1.000.000 de evaluaciones de energia, utilizando para ello, la fun-
ci6n de evaluacion del campo de fuerza GROMOS [28]. La tasa de aciertos de
este algoritmo varia entre el 10 % y el 60 % dependiendo del ligando trabajado.

Por otro lado, Liu et al., en el afio 2005 [29] desarrollaron un nuevo método,
llamado SODOCK, para resolver problemas de docking molecular utilizando
la técnica de Enjambre de Particulas. Los resultados obtenidos en este traba-
jo fueron comparados con los resultados de varios software comerciales como
GOLD 1.2, AutoDock 3.05, DOCK 4.0 y FlexX 1.8 y tomando sélo el mejor
resultado de 30 simulaciones para cada uno de los 16 complejos analizados
en cada herramienta, SODOCK obtiene el menor RMSD en 11 complejos.
Posteriormente, en el afio 2006, Oduguwa et al. [30] desarrollaron un algorit-
mo de docking molecular entre proteina y ligando, basado en optimizacion
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multiobjetivo con algoritmos evolutivos. En estas simulaciones, el tamano de
la poblacion fue de 100 individuos y el nimero de generaciones fue de 500, lo
cual se traduce en 50.000 evaluaciones de energia. En este estudio los valores
del RMSD promedio varfan entre 15 A y 21 A, indicando que los resultados
obtenidos varian en gran medida con respecto a otros estudios realizados.
En este mismo ano, Chen et al. [31] desarrollaron un algoritmo de docking
molecular basado en la técnica de Enjambre de particulas, el cual titularon
Tribe-PSO. En este estudio los valores de energia obtenidos para 100 casos de
prueba fueron comparados con los valores de energia arrojados por el software
AutoDock. Los resultados muestran que Tribe-PSO permite obtener valores
de energia mas bajos que el software AutoDock.

Entre otros estudios que utilizan algoritmos genéticos se encuentra el tra-
bajo de Wang et al., 2008 [32] en donde se desarrolla un proceso de docking
molecular utilizando la paralelizaciéon de un algoritmo genético Lamarckian,
el trabajo realizado por Kang et al., en el ano 2009, [33] que propone un
algoritmo genético mejorado que utiliza técnicas avanzadas como multiples
poblaciones, la auto-adaptacion y el castigo cuasi-exacto. El porcentaje de
acierto para este trabajo es del 66.2 %, teniendo como umbral un valor de
RMSD menor o igual a 2 A. Finalmente, Thiriot y Monard en 2009 [34] desa-
rrollaron un método de docking molecular que calcula la energia mediante un
enfoque lineal cuantico semi-empirico y en el proceso de optimizacion utiliza
un algoritmo genético.

2.1 Métodos de Optimizacion en softwares comerciales

En la actualidad existen multiples software comerciales para realizar pro-
cesos de docking molecular, entre los que se destacan AutoDock [35], Dock-
Vision [36], GOLD [37], DOCK [38] y FlexX [39], entre otros. Al revisar los
métodos de optimizacién utilizados por estos software altamente reconocidos,
se encuentra que la mayoria de ellos permite trabajar con algoritmos genéti-
cos. La tabla 1 muestra los métodos de optimizacién presentes en dichas
herramientas computacionales.
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Software | Método de Optimizacién utilizado
AutoDock | Algoritmo Genético Lamarckiano
DockVision | Monte Carlo, Algoritmo Genético

GOLD Algoritmo Genético
DOCK Gradiente Conjugado
FlexX Método de Construccion Incremental

Tabla 1: Métodos de optimizacién de los software comerciales mas utilizados

2.2 Seleccion de la Técnica de Inteligencia Artificial

Para el proceso de seleccién de la técnica de inteligencia artificial a utilizar
se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos:

= La técnica seleccionada debe haber sido utilizada en estudios previos
de docking molecular, para garantizar el éxito en la implementacién del
primer prototipo de docking molecular al interior de la Universidad In-
dustrial de Santander.

= Los resultados de los estudios consultados deben indicar que es posible
obtener un valor de RMSD menor de 2 A con la técnica de inteligencia
artificial seleccionada.

= La técnica seleccionada debe ser utilizada en al menos un software co-
mercial altamente utilizado. Lo anterior permite tener una certeza de la
validez y fiabilidad de los resultados mostrados en los estudios presentes
en la literatura.

El primer y segundo criterio, limitan la selecciéon de la técnica de inte-
ligencia artificial a algoritmos genéticos y enjambre de particulas, debido a
que estos métodos de optimizacién han sido utilizados en estudios de docking
molecular que obtienen valores de RMSD menores de 2 A. Finalmente, la
selecciéon se realiza en base al dltimo criterio, puesto que entre los software
comerciales mas conocidos, no existe una implementacién de la técnica de en-
jambre de particulas, en contraste con la técnica de algoritmos genéticos para
la cual existen tres software renombrados que la utilizan. Por lo anterior, se
seleccionan los algoritmos genéticos como la técnica de inteligencia artificial
a utilizar en la implementacion del proceso de docking molecular.



3. Seleccion de la Funcién de
Evaluacion de Energia Basada en el
Campo de Fuerza

El campo de fuerza se conoce como la funcion que permite calcular la
energia potencial molecular, junto con el conjunto de parametros asociados
a ésta. Los términos presentes en la funcién del campo de fuerza se pueden
agrupar en aquellos relacionados con los atomos unidos por enlaces covalen-
tes v aquellos que representan las interacciones electrostaticas y de van der
Waals provenientes de los dtomos que no estan enlazados [7].

La forma general de la funcién del campo de fuerza es [7]:

Etotal - Estr + Ebend + Etors + Evdw + Eelec [kcal/mol] (2)

en donde Ej., es la energia total de la molécula, que corresponde a la
suma de los términos Fg., Epend, Erors, Fvdw Y Felee, 10s cuales se ilustran en
la figura 1.

Algunos software comerciales utilizan funciones de energia basadas en el
campo de fuerza. Ejemplo de ello, son los software AutoDock cuya funcién
de energia esta basada en el campo de fuerza AMBER, el software SYBYL
que posee dos funciones de energia, D-Score y G-Score, basadas en el campo
de fuerza Tripos 5.2 [40] y el software GOLD que posee entre sus funciones
de energia, la funcién GoldScore basada en el conjunto de pardmetros GOLD
[37].
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> >
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Figura 1: FEg, describe el cambio de energia que ocurre cuando un enlace se extiende o contrae a

partir de su longitud ideal, Ep,q corresponde al cambio de energia que ocurre cuando
se varia el angulo de un enlace respecto de su angulo ideal, Ey,.s describe el cambio
de energia producido por la rotacién de un enlace, E,4, representa las interacciones
entre los 4tomos que no estan conectados directamente y finalmente, Fgp.. representa
las fuerzas electrostaticas entre los atomos que no estdn enlazados.

3.1 Criterios de seleccion

La seleccion de la funcién de evaluacién de energia, implementada en el
presente trabajo de investigacion, se baso en los siguientes criterios:

La funcién de evaluacién debe ser basada en un campo de fuerza.

La funcién debe tener un buen rendimiento en los estudios comparativos
existentes en la literatura, sin que esto implique que se debe seleccionar
la de mas alto rendimiento.

Los estudios comparativos deben tener condiciones de simulacién muy
parecidas a las condiciones seleccionadas en el desarrollo del presente
trabajo de investigacion. De esta forma, la efectividad de la funcién
seleccionada no deberia verse afectada de forma significativa.

El tiempo de coémputo requerido para llevar a cabo la evaluacion de la
energia de un complejo, debe ser el menor posible, debido a que en un
proceso computacional de docking molecular es necesario realizar una
gran cantidad de evaluaciones de energia.

Facilitar la implementacion y adaptacion de la funcién en el proceso de
docking molecular desarrollado.
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3.2 Proceso de seleccion

Teniendo en cuenta el primer criterio de seleccion, las funciones de evalua-
cién de energia opcionadas son las siguientes:

1. Autodock:: Amber [41]
2. SYBYL:: D-Score [42]
3. SYBYL:: G-Score [42]
4. GOLD:: GoldScore [42]

3.2.1 Estudios Comparativos y Seleccion

En la literatura se encuentran varios estudios comparativos entre las dife-
rentes funciones de evaluacién de energia utilizadas en procesos de docking
molecular [42-45]. La mayoria de estos estudios realiza comparaciones entre
funciones de evaluacién empiricas, basadas en el campo de fuerza y basadas en
el conocimiento. En el presente proyecto de investigacion se opté por trabajar
con funciones basadas en el campo de fuerza debido a que permiten obtener
buenos resultados en un corto tiempo computacional y por lo tanto, sélo se
tuvieron en cuenta los resultados obtenidos para las funciones previamente
seleccionadas, en aquellos estudios que eliminan o ignoran las moléculas de
agua que rodean a la proteina y al ligando y que contemplan al menos dos
funciones de las seleccionadas previamente.

Renxiao Wang et al., 2003 [41], realizaron un estudio comparativo entre
11 diferentes funciones de evaluacion de energia, de las cuales 3 eran basadas
en el campo de fuerza (AutoDock, SYBYL::G-Score y SYBYL::D-score). En
este estudio, las funciones de evaluacion fueron probadas con 100 complejos
proteina-ligando, se eliminaron las moléculas de agua y la tasa de aciertos
estaba determinada por un valor de RMSD menor de 2 A. De las tres fun-
ciones de interés, la funcién del software AutoDock fue la que obtuvo una
mayor tasa de aciertos, seguida por la funciéon SYBYL::G-Score y finalmente
la funcion SYBYL::D-Score. En la tabla 2 se puede apreciar los resultados
obtenidos en este estudio, para las funciones antes mencionadas.

Posteriormente, en el ano 2009, Tiejun Cheng et al. [42] compararon 16
diferentes funciones de evaluacién de energia, entre las cuales se encuentran
tres funciones basadas en el campo de fuerza (GOLD::GoldScore, SYBYL::G-
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Funcién de evaluacién | Tasa de aciertos RMSD < 2 A%
AutoDock:: Amber 62
SYBYL::G-Score 42
SYBYL::D-Score 26

Tabla 2: Tasa de aciertos para las funciones, basadas en el campo de fuerza, del estudio [41]

Score y SYBYL::D-Score). Para este estudio comparativo, los autores escogie-
ron un conjunto de prueba de 195 complejos proteina-ligando, las moléculas
de agua fueron eliminadas y la tasa de aciertos incluia complejos con un valor
de RMSD menor de 2 A. Los resultados obtenidos, indican que de las tres
funciones de interés la funcién GOLD::GoldScore fue la que obtuvo un me-
jor desempeno, seguida por SYBYL::G-Score y SYBYL::D-Score. La tabla 3
presenta las tasas de acierto para las funciones basadas en el campo de fuerza
analizadas.

Funcién de evaluacién | Tasa de aciertos RMSD < 2 A%
GOLD::GoldScore 68
SYBYL::G-Score 42
SYBYL::D-Score 31

Tabla 3: Tasa de aciertos para las funciones, basadas en el campo de fuerza, del estudio [42]

Teniendo en cuenta que la funcién del software AutoDock basada en el
campo de fuerza AMBER y la funcién GOLD::GoldScore fueron las que tu-
vieron un mejor desempeno en los estudios consultados, se procedié a escoger
una de estas dos funciones, en base a los demas criterios de seleccién.

La ecuacion que representa la funcion de evaluacion GOLD::GoldScore es
GoldScore = Eg_pe + Eye + Eyi + Epjnt (3)

en donde Ex_p . y E, . corresponde a la energia proveniente de los enlaces
de hidrogeno y la energia de van der Waals entre la proteina y el ligando,
respectivamente. El término F, ; hace referencia a la energia de van der Waals
al interior del ligando y el término E;; corresponde a la energia de torsién al
interior del mismo.

la ecuacién que corresponde a la funcion de evaluaciéon del campo de fuerza
AMBER es
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Amber = By + E,+ E;+ E,._, (4)

en donde FEj representa la energia proveniente de los enlaces covalentes,
E, corresponde a la energia proveniente de los angulos entre los enlaces, Ey
indica la energia proveniente de los angulos de torsién y finalmente, FE,_,
corresponde a la energia electrostratica y de van der Waals tanto del ligando
como de la unién proteina-ligando.

Teniendo en cuenta que la precision de la evaluacién de la energia aumen-
ta a medida que se incrementan los aspectos bioquimicos evaluados y que
la funcién GOLD::GoldScore incluye un término especifico para evaluar la
energia proveniente de los enlaces de hidrogeno, en contraste con la funcion
del campo de fuerza AMBER, se espera que la precision de los resultados
sea mayor en la primera funcién, pero a su vez, se espera un incremento del
tiempo computacional, debido a que éste aumenta a medida que el niimero
de términos a evaluar se hace mayor [46]. Considerando que en un proceso de
docking molecular el calculo de la energia del complejo debe realizarse varias
miles de veces, se deben utilizar aquellas funciones que requieran cortos tiem-
pos de cémputo [11,13]. Por lo anterior, se escoge trabajar con la funcién de
evaluacion del campo de fuerza AMBER.

Finalmente, la energia total calculada para cada complejo en el proceso
de docking molecular semiflexible desarrollado, fue calculada como la suma
de la energia interna del ligando maés la energia de interaccion entre éste y la
proteina.



4.Proceso Computacional de Docking
Molecular

El desarrollo del proceso de docking molecular directo y semiflexible fue
llevado a cabo mediante dos etapas tituladas: Seleccion del conjunto de prue-
ba e implementacion del algoritmo de optimizacion. La efectividad de este
proceso computacional es analizada en una etapa posterior titulada Valida-
cion de resultados.

4.1 Seleccion del conjunto de prueba

Al realizar un proceso de docking molecular es necesario verificar los re-
sultados obtenidos con el fin de determinar la tasa de aciertos de dicha he-
rramienta computacional.

La prueba que generalmente se aplica a un algoritmo de docking molecu-
lar, consiste en realizar simulaciones con complejos proteina-ligando donde
se conoce la estructura 3D de las moléculas. La precision de la prediccion de
la estructura de los complejos proteina-ligando, se puede evaluar mediante la
desviacion cuadratica media (RMSD) existente entre la estructura predicha
y la estructura cristalina [11], la cual esta dada por:

at d2
RMSD = Z;vlt t (5)

donde N, es el numero de atomos sobre los cuales se va a calcular el
RMSD y d; es la distancia existente entre las coordenadas del atomo ¢ en las
dos estructuras, cuando éstas se superponen.

29
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Para realizar dicho proceso de verificacion se hace necesario tener un con-
junto de prueba de complejos proteina-ligando con una estructura de alta re-
solucién y ademas es deseable que dicho conjunto tenga una buena variedad
de estructuras posibles [42]. Por lo anterior, se seleccionaron en el presente
trabajo, aquellos complejos presentes en el conjunto refinado de la base de
datos PDBbind (version 2009) [47], que estan presentes en la base de datos
Catalytic Site Atlas [48].

Para cada complejo seleccionado es necesario tener los archivos del recep-
tor, del ligando y del complejo para el cual la estructura cristalina es conocida.
Una representacion grafica de la obtencion de los archivos para un complejo
X, se puede apreciar en la figura 2.

Archivo Protein e d
Data Bank de un Ba;;Le)BeB. a;os
. in
Compllejo X \
¥ ¥ “

E\rchi\-'o Proteina) [ Archivo del J (Archivo Ligando‘

P

del Complejo X Complejo X | del Complejo X )

Figura 2: Para un complejo X, los archivos tando de la proteina como del mismo complejo, se
obtienen a partir del archivo suministrado por el Protein Data Bank (PDB), mientras
que el archivo del ligando se obtiene de la base de datos PDBBind.

4.1.1 Obtencién y pre-procesamiento del archivo de la proteina (Re-
ceptor)

Para el caso de la proteina se hizo necesario modificar el archivo del comple-
jo suministrado por el Protein Data Bank (PDB) [49]. La primera modifica-
cion consiste en agregar las cargas de Kollman utilizando para ello el software
Autodock 4.2 [35]. Seguidamente se procede a generar un archivo de extensién
.pdbq en el cual se eliminan los dtomos del ligando y las moléculas de agua y
se selecciona la opcién que permite imprimir los campos CONNECT, aquellos
campos del archivo PDB que indican las conexiones que tiene cada uno de
los atomos presentes en la molécula, basados en las distancias entre los ato-
mos. El archivo que se obtiene es con el cual se inicia el proceso de simulacion.
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El esquema para la creacién del archivo de la proteina se ilustra en la
figura 3.

™~
Archivo Protein Eliminar moléculas
Data Bank de agua
¢ v
-\ . .
Agregar cargas Eliminar atomos
de Kollman licando
y g

Figura 3: Creacién del archivo de la proteina mediante el software Autodock 4.2

4.1.2 Obtencién y pre-procesamiento del archivo del ligando

En el caso del ligando, el archivo utilizado es aquel suministrado por la
base de datos PDBBind, el cual se convierte a un archivo de extensiéon .pdb
utilizando el software de acceso libre Openbabel [50].

En el presente trabajo se contempla el ligando como flexible, por lo que se
hace necesario conocer los enlaces rotables que éste posee y para ello se utili-
za el software Autodock 4.2, que le permite al usuario seleccionar los enlaces
rotables que desee y crear un archivo con extension .pdbqt el cual sera utili-
zado para generar el archivo final del ligando para el proceso de simulacién.

Es importante destacar que el archivo generado por el software Autodock
4.2, ignora los atomos de hidrégeno, impidiendo utilizar todas las ventajas
del campo de fuerza seleccionado. Por esta razon, se desarrollé un algoritmo
que permitiera comparar el archivo de salida (archivo de extensién .pdbqt)
con el de entrada (archivo de extensién .pdb) y de esta manera agregar los
atomos de hidrogeno que han sido removidos. Para que el algoritmo imple-
mentado pueda ser utilizado exitosamente se debe garantizar que cada uno

de los atomos posea un nombre diferente y exista su correspondiente campo
CONNECT.
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El siguiente paso consiste en traducir todos los atomos del ligando a la
notacién que utiliza el campo de fuerza seleccionado. En el presente trabajo
se utilizé el campo de fuerza AMBER [22]. Un esquema grafico de la obtencién
del archivo del ligando, se puede apreciar en la figura 4.

Archivo ligando‘\ Agregar TI’IEldllClI‘ élon{ms
PDBBind hidrégenos ligando sc‘gun
- campo de fuerza
! i
onvertir archivo) Seleccionar
a .pdb con enlaces rotables Archi_\-o final del
OpenBabel s con Autodock 4.2 ligando

Figura 4: El archivo suministrado por la base de datos PDBBind se convierte a extensién .pdb, se
seleccionan los enlaces rotables en el software Autodock 4.2, se agregan los hidrégenos
con el algoritmo desarrollado y finalmente se traducen los 4tomos de acuerdo al campo
de fuerza AMBER. El archivo resultante es con el cual se realiza la simulacién de docking
molecular.

4.1.3 Obtencion y pre-procesamiento del archivo del complejo

Para el archivo de cada complejo perteneciente al conjunto de prueba, se
hizo necesario eliminar las moléculas de agua existentes en el archivo sumi-
nistrado por el PDB.

Finalmente, los tres archivos, se revisan y corrigen, en caso de ser necesario,
obteniendo asi, un conjunto de prueba que permite realizar las simulaciones
de Docking Molecular.

4.2 Implementacion del algoritmo de optimizacion

Para llevar a cabo el proceso de optimizacion, es necesario representar la
informacion correspondiente a las estructuras tridimensionales, tanto de la
proteina como del ligando, en estructuras de datos que puedan ser traba-
jadas en un algoritmo genético. En el presente trabajo de investigacién se
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Figura 5: Al archivo del complejo suministrado por el PDB se le eliminan las moléculas de agua
y el archivo resultante es el que se utiliza en el proceso de validacién de resultados.

desarroll6 una variante de un algoritmo genético de estado estable [24].

En términos generales, un algoritmo genético imita el proceso de evolucién
mediante la manipulaciéon de una coleccion de estructuras de datos llamadas
cromosomas. Cada uno de estos cromosomas codifica una posible solucién al
problema que se esta trabajando. En este caso, cada cromosoma codifica la
conformacién de un posible complejo proteina-ligando.

El proceso de optimizaciéon desarrollado, inicia con la representacion en
texto plano de las estructuras tridimensionales de las moléculas (proteina y
ligando), seguido por la generaciéon de un complejo base, la creacion de la po-
blacion inicial, un proceso iterativo que incluye evaluacion, cruce y mutacion
y finalmente, los resultados.

4.2.1 Representaciéon en texto plano de la estructuras tridimensio-
nales de la proteina y el ligando

La estructura tridimensional de una molécula puede ser representada me-
diante un archivo de texto plano que incluya la informaciéon de cada uno de
los atomos presentes en la molécula, asi como de las conexiones existentes
entre ellos. Por ejemplo, los archivos provenientes del Protein Data Bank,
permiten representar una estructura tridimensional a través de texto plano.
En estos archivos, los renglones etiquetados como ATOM incluyen informa-
cion de los atomos como por ejemplo, el simbolo, posicién espacial, carga,
entre otros. Las lineas del archivo etiquetadas como CONNECT, poseen una
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lista de ntimeros, en la cual el primer niimero corresponde al &tomo analizado
y los siguientes corresponden a los &tomos que forman un enlace covalente con
este primero. En la figura 6 se puede apreciar un ejemplo de la representaciéon
de la informacién de un fragmento de molécula.

ATOM 13 C2 LOF A 1 -2.495 29.735 -8.525 1.00 -0.85 C
ATOM 14 02 LOF A 1 -3.142 29.931 -7.521 1.00 -0.65 o

COMECT 11 10

COMECT 12 10

CONECT 13 1 10 14 15
COMECT 14 2 1=

CONECT 15 ] 4 1z 15
CONECT 15 15 17 17 21

Figura 6: Se puede observar que para el &tomo nimero 13, su correspondiente renglon ATOM
indica que es un atomo de Carbono y su linea del archivo etiquetada como CONNECT
indica que forma enlaces covalentes con los dtomos 1, 10, 14 y 15.

Una molécula se puede representar computacionalmente mediante una ma-
triz de coordenadas C que se conectan entre si, de acuerdo con una matriz
de conexiones Mc.

Teniendo en cuenta lo anterior, la estructura tridimensional del ligando
se representa por medio de una matriz de coordenadas, Ciig, y una matriz
de conexiones Mcjjg. A su vez, la matriz de coordenadas Cp, y la matriz
de conexiones Mcp, representan la estructura tridimensional de la proteina.
Finalmente, el sitio activo de la proteina se representa mediante la matriz de
coordenadas, Cpr_ga, proveniente de Cp, y la matriz de conexiones, Mcpy_ga,
proveniente de Mcp,. La matriz Cp,_sa estd conformada por las coordenadas
de los dtomos pertenecientes a los aminoacidos del sitio activo (indicados por
el Catalytic Site Atlas) y la matriz Mcp,_gsa estd compuesta por las conexiones
existentes entre los atomos de la matriz Cpr_ga.

4.2.1.2 Flexibilidad en el ligando

Teniendo en cuenta que el algoritmo de optimizacién en un proceso de do-
cking molecular semiflexible, debe encontrar el complejo més estable energéti-
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camente, es decir, el complejo que posea la menor energia libre de enlace y
una 6ptima estructura geométrica del ligando, es necesario que el cromosoma
del algoritmo genético incluya en sus bits una representacion de la flexibilidad
de esta molécula. La estructura tridimensional del ligando varia de acuerdo
a los enlaces rotables que éste posea. Cada enlace rotable permite dividir la
estructura en dos partes rigidas, una de las cuales permanece estatica en el
espacio (aquella que posee la raiz), mientras que la otra gira 6 grados alrede-
dor del enlace. Por lo tanto, el cromosoma disenado incluye un bit por cada
enlace rotable que el ligando posea.

Un ejemplo de lo anterior se ilustra en la figura 7, en la cual se muestra
la estructura del ligando correspondiente al caso de prueba 2CTC, en la cual
los enlaces rotables se representan con una linea punteada y la raiz se repre-
senta por medio de lineas sombreadas. En esta ocasion se escogié realizar una
rotacién de 180° con respecto al enlace rotable niimero 1 y una rotacion de 0°
en los enlaces rotables restantes. Se puede observar que una nueva estructura
tridimensional del ligando se puede obtener facilmente, al generar un cromo-
soma de forma aleatoria.

1f ;

[ O O
2\3 1 2 3 4
[ =~

Figura 7: La molécula de la figura posee cuatro enlaces rotables, indicados por las lineas punteadas.
Al aplicar las rotaciones indicadas por los bits del cromosoma a cada enlace rotable, se
obtiene una nueva estructura tridimensional del ligando. En este caso, sélo se lleva a
cabo una rotacién de 180° en el enlace rotable nimero 1.

El valor entero que puede adoptar un bit que indica una rotaciéon con
respecto a un enlace rotable, debe pertenecer al conjunto {0,1,2,...,m}, donde
m esta dado por
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~ 360 6
- Mr, (6)

en donde Mr, representa la minima rotacién que se puede realizar en un
enlace rotable. En este trabajo, Mr, es conocida como la resolucion de rota-

m

cion de enlace.

4.2.1.3 Sitio activo y caja de enlace

En el presente trabajo de investigacion, el docking directo se trabajo por
medio de una malla tridimensional, llamada caja de enlace, que encierra todos
los atomos de los aminoacidos pertenecientes al sitio activo de la proteina,
Cpr—sa. La distancia entre cada uno de los puntos de la malla tridimensional
estd dada por d, y su tamano final estd dado por el nimero de puntos adi-
cionales, n,,. Estos puntos adicionales, hacen referencia al nimero de puntos
(con espacio d, entre si) que se van a adicionar a la minima caja de enlace
posible (aquella que encierra los dtomos del conjunto Cpr_sa ¥y que posee un
numero de puntos ng;, ne, ¥ Nez, con distancia d, entre si, en los ejes z, y y
z, respectivamente).

Una representacion grafica de la caja de enlace se puede observar en la
figura 8.

Debido a que la posicién de la estructura del ligando al interior del sitio
activo de la proteina debe ser optimizada, se hace necesario incluir tres bits
en el cromosoma del algoritmo genético, que indiquen el punto de la malla
tridimensional con coordenadas (x,y,z) en el cual se ubicara el centroide del
ligando. El valor entero que puede tomar el bit que representa la posicion en
x,yy z, debe pertenecer al conjunto X,,, Y, y Z,, respectivamente.

El conjunto X, esta conformado por los valores enteros {1,2,..., n,} donde
n, corresponde al numero de puntos que posee la caja de enlace en el eje
x. De manera similar, los conjuntos Y, y Z, comprenden los valores enteros
{1,2,...ny} y {1,2,...,n.}, respectivamente.
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Figura 8: Esquema grafico de la caja de enlace.

4.2.1.4 Orientacion del ligando al interior del sitio activo

La orientacién que posea la estructura tridimensional del ligando en un
punto especifico de la caja de enlace, constituye un nuevo aspecto que se
debe tener en cuenta en el proceso de optimizacion. En este punto, la estruc-
tura tridimensional del ligando es considerada rigida y su orientacién puede
cambiar al rotar todos sus atomos con respecto a los tres ejes espaciales. Por
esta razon, se deben incluir tres bits adicionales al cromosoma trabajado, que
indiquen las rotaciones de la estructura rigida en el eje x, y y z.

Los valores enteros que pueden asumir estos tres bits, deben estar com-
prendidos en el conjunto {0,1,...,/}, donde [ estd dado por

360

- = (7
Ta

en donde Mr, representa la minima rotacién que se puede realizar en cada

[

uno de los tres ejes de coordenadas.
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4.2.1.5 Estructura del cromosoma

El cromosoma disenado esta dividido en tres partes. La primera esta com-
puesta por un nimero de bits igual al nimero de enlaces rotables presentes
en el ligando. Esta primera parte permite generar una nueva estructura tridi-
mensional de esta molécula. La segunda parte del cromosoma, posee tres bits
y hace referencia a la ubicaciéon que va a tener el centroide de la estructura
tridimensional del ligando al interior de la caja de enlace. Finalmente, la ter-
cera parte indica la orientacion que va a tener la estructura tridimensional
del ligando, generada en la primera parte, cuando se ubica en un punto de
la caja de enlace, indicado por la parte dos. Esta ultima parte del cromoso-
ma estd compuesta por tres bits. Una representacién grafica del cromosoma
disenado se puede apreciar en la figura 9.

| ern|e2 |er3|.. |Em|x1|v1|z1]o1]|02] 03|
Enlaces Rotables Posicion Caja  Orientacion
Enlace

Figura 9: Esquema grafico del cromosoma disefiado

4.2.2 Generacion del Complejo Base

En el proceso computacional desarrollado, un complejo representa la union
de las matrices Cpr ¥ Ciig y la union de las matrices Mcp, con Mcjg, lo cual
se ve reflejado en la creacion de una nueva molécula, en la cual el ligando
esta unido al sitio activo de la proteina, por medio de enlaces no covalentes.

El método para crear un nuevo complejo consiste en generar un nuevo
cromosoma, de forma aleatoria, que indique una nueva configuraciéon para la
creacion de la estructura tridimensional del complejo, partiendo de las es-
tructuras tridimensionales de la proteina y del ligando, suministradas en el
conjunto de prueba.

Teniendo en cuenta que la estructura del ligando suministrada se encuen-
tra optimizada, y asumiendo que las coordenadas de los atomos del ligando
indican la posicién correcta al interior del sitio activo de la proteina, se hace
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necesario crear un complejo base aleatorio que permita iniciar la simulacion
con una estructura del ligando no optimizada y una ubicacién y orientacion
del ligando no 6ptima.

La generacion del complejo base se realiza al inicio de la simulacién y sobre
dicha estructura tridimensional, se realiza el proceso de optimizacion.

4.2.3 Creacién de la poblacion inicial

El algoritmo genético de estado estable inicia con una poblacion de tamano
n, definido por el usuario. Dicha poblacion se crea a partir de la generacion
aleatoria de n cromosomas, en donde los niimeros aleatorios siguen una dis-
tribucién normal con un periodo de 2492,

4.2.4 Proceso iterativo

El proceso iterativo del algoritmo genético desarrollado, consta de tres
etapas: Evaluacion, cruce parcial y mutacién. A continuacion se describe cada
una de ellas.

4.2.4.1 Proceso de evaluacién

El proceso de evaluacion de los individuos de una poblacion, se realiza
mediante el calculo de la energia proveniente de la estructura interna del
ligando y la energia de interaccién entre éste y la proteina. La funcién de
energia seleccionada permite evaluar y organizar los individuos de forma sa-
tisfactoria, con un tiempo de cémputo de aproximadamente 0.7 segundos por

individuo, con ligandos que poseen entre 10 a 15 atomos, en un equipo con
procesador AMD Athlon 64x2 5600 Dual Core de 2.9 GHz y memoria de 2GB.

En el proceso de docking molecular, los individuos mas aptos son aquellos
que poseen una menor energia.
4.2.4.2 Proceso de cruce parcial

El algoritmo genético desarrollado reemplaza un porcentaje de los indivi-
duos con el valor de desempeno més bajo (energia méas alta), de la poblacién
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actual. El nimero de individuos reemplazados se fija al inicio de la simula-
cién, el cual para este trabajo corresponde al 10 % de la poblacién.

El operador de cruce disenado permite generar dos nuevos individuos al
intercambiar informacion entre los padres. Para llevar a cabo esta operacion
es necesario generar tres nimeros aleatorios r1, ro y r3 que permiten realizar
el intercambio de informacion en la primera, segunda y tercer zona del cro-
mosoma, respectivamente.

Padre 1 e [ Er2 | E3 [Erd] .. | Ernlx1|v1|zz|01|crz|03|
ﬂ ; rz r3
Padre 2 |Ers|Er6i£r?|£r3|.,.|5rmix2| v2| zz| 04| 05 | 06 |
Hijo1 | er1 [E2 | E7 |E8| . |[Em]x1|v1| z2] 01| 05| 03]
Hijo 2 |ers | e | Er3|Erd| .. | Em|x2|v2]| 21|04 02] 06 |

Figura 10: Ejemplo gréafico del operador de cruce: En el ejemplo de la figura, rq, ro y r3 toman los
valores 2, 3 y 2 respectivamente. El valor de r; indica que a partir del siguiente bit y
hasta el final de la zona 1, los bits deben intercambiarse entre los padres. Los nimeros
ro v 3 indican el bit que debe intercambiarse en la zona 2 y 3, respectivamente.

En la primera zona, el nimero r; toma valores enteros que pertenezcan
al conjunto {1,2,...,N.-1} donde N, es igual al nimero de enlaces rotables
presentes en el ligando. El intercambio en esta parte, se realiza a partir de la
posicion r; hasta la posicion N,.

En la segunda parte del cromosoma, que corresponde a los tres bits de la
ubicacién del centroide del ligando al interior de la caja de enlace, el cruce
se realiza por medio del intercambio del bit ry entre los padres. El nimero
entero ro pertenece al conjunto {1,2,3}.

Finalmente, en la parte del cromosoma correspondiente a los tres bits que
representan la orientacion del ligando, el bit que se intercambia entre los
padres estd dado por 73, en donde 73 toma valores del conjunto {1,2,3}. Un
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ejemplo grafico del operador de cruce, se puede apreciar en la figura 10.

4.2.4.3 Proceso de mutacién

El operador de mutacién trabajado permite realizar pequenas modifica-
ciones a los nuevos individuos, por esto, una mutacion corresponde a la al-
teracion de un sélo bit. Para llevar a cabo este proceso, es necesario generar
dos numeros aleatorios r4 y r5, en donde el primer nimero corresponde a la
zona del cromosoma que va a cambiar y el segundo indica la posicion del bit a
mutar. El nimero r4 debe pertenecer al conjunto {1,2,3} y el nimero r5 debe
pertenecer al conjunto {1,2, ..., N.} si r4 es igual a 1 o al conjunto {1,2,3} si
ry es igual a 2 o 3.

Un ejemplo grafico del operador de mutacion se puede apreciar en la figura
11.

r4

W—A—‘l

ler1 | ez | er3|era|..|Em|x1|vi|z1]o1|02] 03|
I.I"E

|er1 | er2| er3|Ea| .. |Em|x1|vi|z1|o1]|04] 03]

Figura 11: Ejemplo gréfico del operador de mutacién. En el ejemplo de la figura,r4 toma el valor
de 3, indicando que la zona en la cual un bit va a ser modificado es la tercera. El valor
de 75, en este caso 2, indica el bit a mutar en la zona previamente seleccionada.

4.2.4.4 Criterio de Parada

El criterio de parada del algoritmo genético desarrollado estd dado por el
nimero de generaciones definido al inicio de la simulacién, en donde cada
nueva generacién reemplaza el 10 % de los individuos de la poblacién.

4.2.5 Resultados suministrados por el Algoritmo Genético

El algoritmo desarrollado permite crear los archivos con extension .pdb de
los k mejores complejos obtenidos en el proceso de optimizacién. El valor de
k es indicado al inicio de la simulacion. Los archivos generados en esta etapa
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del proceso son los que se utilizan en la etapa de validacion de resultados.



5. Validacion de resultados

La prueba que generalmente se aplica a un algoritmo de docking molecular,
es realizar simulaciones con complejos para los cuales su estructura cristalina
es conocida [13].

La precision de la prediccion de la estructura de los complejos proteina-
ligando, se puede evaluar mediante la desviacion cuadratica media (RMSD)
existente entre la estructura predicha y la estructura cristalina. El estandar
indica que un valor RMSD menor o igual a 2 A es aceptable y un valor por
encima de esta cantidad, es considerado una falla [11].

La ecuacion para el RMSD es

Nat 2
RMSD = L (8)
Nat
donde N, es el numero de atomos sobre los cuales se va a calcular el
RMSD vy d; es la distancia existente entre las coordenadas del atomo ¢ en las

dos estructuras, cuando éstas se superponen.

5.1 Simulaciones Realizadas

Las simulaciones realizadas en el presente proyecto, ilustran la relacion
existente entre el valor de energia, el valor RMSD y el tamano de la pobla-
cion del algoritmo genético, tomando el nimero de generaciones constante.
Las simulaciones muestran ademaés, la relaciéon entre el valor de energia y
el valor RMSD a medida que aumenta el nimero de generaciones, para una
poblacion especifica. Las simulaciones realizadas se pueden apreciar en las
tablas 4 y 5. Para cada simulaciéon se realizaron 5 corridas del programa
y se obtuvo el valor de la energia promedio, el valor RMSD promedio y las

43
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respectivas desviaciones estandar. Los valores para el porcentaje de cruce y
porcentaje de mutacion se fijaron en 0.8 y 0.5 respectivamente. Las simulacio-
nes fueron realizadas con el complejo Thermolysin cuyo PDB ID es 2TMN, el
cual se escogié de forma aleatoria del conjunto de prueba. La distancia entre
los puntos de la malla tridimensional se fijé en 0.2 A y el nimero de puntos
adicionales en la caja de enlace se tomo igual a 2 puntos. La minima rotacion
en los enlaces rotables fue de 30 grados, mientras que la minima rotacion en
cada uno de los ejes espaciales fue de 10 grados.

Simulacion No. | Poblaciéon
1 100
2 200
3 300
4 400
5 500

Tabla 4: Simulaciones para el complejo Thermolysin, con 1000 generaciones. Se realizaron 5 co-
rridas del programa para cada valor de la poblacion.

Simulacion No No. Generaciones
6 1000
7 2000
8 3000
9 4000
10 5000
11 6000
12 7000
13 8000
14 9000
15 10000

Tabla 5: Simulaciones para el complejo Thermolysin, con una poblacién de 400 individuos. Se
realizaron 5 corridas del programa para cada nimero de evaluaciones de energia.

Finalmente, se realizaron 5 simulaciones de docking molecular para cada
uno de los complejos con PDB id 2CTC, 4TIM, 4TLN y 1CBX. Las simula-
ciones se realizaron con una poblacion de 400 individuos y 1000 generaciones.
Los demas parametros se fijaron a los mismos valores utilizados en las simu-
laciones anteriores.
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5.2 Resultados y Discusién

El proceso computacional de docking molecular desarrollado genera los
archivos con extensién .pdb de los complejos resultantes del proceso de op-
timizacién. Un ejemplo grafico de un complejo de Thermolysin resultante se
puede apreciar en la figura 12.

Figura 12: En la figura se puede apreciar el complejo resultante de una simulacién de docking
molecular para el complejo Thermolysin utilizando el algoritmo genético desarrollado
con una poblacién de 400 individuos y 1000 generaciones. En la parte derecha se
encuentran el complejo Thermolysin proveniente del Protein Data Bank y su respectivo
ligando proveniente del conjunto de prueba. En la parte izquierda se puede apreciar el
complejo Thermolysin resultante y la estructura del ligando generada. El valor RMSD
entre los complejos presentes en la figura es de 0.9480 A.

Los resultados de las simulaciones realizadas se presentan en las tablas 6y
7, en donde se puede apreciar las variaciones de la energia y del valor RMSD
de acuerdo al tamano de la poblaciéon y de acuerdo al nimero de generacio-
nes, respectivamente. Las gréaficas de estos resultados se pueden apreciar en
las figuras 13, 14 y 15.
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Sim. No. | RMSD Prom. | Desv. Est. RMSD | Energia Prom. | Desv. Est. Energia
1 1.5939 0.0816 492.6811 15.1771
2 1.5018 0.0780 481.4335 9.3229
3 1.3970 0.1009 405.2007 9.4517
4 1.4874 0.1395 391.7063 4.6501
5 1.3990 0.1241 395.0098 3.5718

Tabla 6: Resultados para las simulaciones realizadas con el complejo Thermolysin manteniendo
constante el nimero de generaciones en 1000 y variando el tamafio de la poblacién
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Figura 13: La gréafica muestra los resultados del valor RMSD promedio y la energia promedio de
5 simulaciones de docking molecular a medida que aumenta el tamano de la poblacion.

El niimero de generaciones se fija en 1000.
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En los resultados de la tabla 6 y en su correspondiente grafica (figura
13), se puede apreciar que un incremento en la poblaciéon no repercute de
manera significativa en el valor de la energia promedio obtenido en las simu-
laciones. Sin embargo, se escoge trabajar en las simulaciones posteriores con
una poblacién de 400 individuos, debido a que fue la poblacién para la cual
se obtuvo los menores valores de energia. En esta misma grafica también se
puede apreciar que una disminucion en el valor de la energia no implica una
disminuciéon en el valor RMSD, asi como tampoco un aumento de la energia
genera un aumento en el valor RMSD. Esta situacion se presenta debido a la
falta de precision en la funcién de evaluacién de energia, que ignora multiples
aspectos bioquimicos que marcan la diferencia entre un complejo muy similar
(con un valor de RMSD menor a 2 A) con un complejo casi perfecto (con un
valor de RMSD muy cercano a 0 A).

Sim. No. | RMSD Prom. | Desv. Est. RMSD | Energia Prom. | Desv. Est. Energia
6 1.4100 0.0189 432.8311 2.8493
7 1.3934 0.0070 429.8902 2.3632
8 1.3934 0.0070 429.8902 2.3632
9 1.3934 0.0070 429.8902 2.3632
10 1.3934 0.0070 429.8902 2.3632
11 1.3942 0.0076 429.6773 2.3374
12 1.3942 0.0076 429.6773 2.3374
13 1.3942 0.0076 429.6773 2.3374
14 1.3942 0.0076 429.6773 2.3374
15 1.3942 0.0076 429.6773 2.3374

Tabla 7: Resultados para las simulaciones realizadas con el complejo Thermolysin a medida que
aumenta el nimero de generaciones. El tamano de la poblacién para estas simulaciones
se fijo en 400 individuos.

En la tabla 7 y en su correspondiente grafica (figura 14), se puede obser-
var que a medida que avanza la simulacién, el valor de la energia disminuye,
debido a que la tendencia del algoritmo genético desarrollado es permanecer
estable hasta que encuentre una solucién mejor, es decir, un complejo con
una menor energia. Por otra parte, se puede apreciar que la grafica del valor
RMSD, en la figura 15, no presenta una tendencia de disminucién a medida
que avanza la simulacién del proceso de docking molecular. Esta situacién se
presenta debido a que el parametro de optimizacion del algoritmo genético
es la energia y no el valor RMSD. Adicionalmente, se puede observar que si
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Figura 14: La grafica muestra los resultados de la energia promedio a medida que avanza el nimero
de generaciones en una simulacién de docking molecular. El nimero de individuos en
la poblacién es de 400.

lo que se desea es minimizar el valor RMSD, la funcién de energia a utilizar
deberia tener una relacion directa con este valor, de tal forma que la mini-
mizacion de la energia conduzca a la minimizacion del valor RMSD. De los
resultados obtenidos se aprecia que la funcién de energia utilizada no presen-
ta una relacion directa con el valor RMSD y por lo tanto, la tendencia de
este ultimo valor no se puede determinar de forma precisa. Sin embargo, es
importante resaltar que los valores de RMSD obtenidos en las simulaciones
son satisfactorios teniendo como referencia los valores presentes en la litera-
tura, los cuales plantean que un resultado de docking molecular que presente
un valor de RMSD menor a 2 A es considerado un éxito [11].

Finalmente, los resultados obtenidos en las simulaciones realizadas con los
complejos con PDB ID 2CTC, 4TIM, 4TLN y 1CBX son de una calidad
aceptable, considerando que los valores mas altos obtenidos no superan los
3.6 A y los resultados més bajos estdn muy cercanos a 2 A. Los resultados se
pueden apreciar en la tabla 8.
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Figura 15: La grafica muestra los resultados del valor RMSD promedio a medida que avanza
el nimero de generaciones en una simulacién de docking molecular. El nimero de
individuos en la poblacién es de 400.

PDB ID | RMSD Prom. | Desv. Est. RMSD | Energia Prom. | Desv. Est. Energia
2CTC 2.8349 0.0470 476.3569 15.3386
4TIM 3.5308 0.0578 233.6109 16.5723
4TLN 2.3156 0.1818 204.5225 36.9741
1CBX 3.3019 0.1621 610.5378 11.6276

Tabla 8: Resultados para las simulaciones de docking molecular realizadas con los complejos
2CTC, 4TIM, 4TLN y 1CBX, utilizando el algoritmo genético desarrollado con una
poblacion de 400 individuos y 1000 generaciones.



6. Conclusiones y Trabajos Futuros

A continuacion se presentan las conclusiones mas relevantes del presente
proyecto, asi como las recomendaciones para trabajos futuros.

6.1 Conclusiones

La metodologia propuesta en el presente trabajo de investigacion permite
realizar con éxito un proceso de docking molecular directo y semiflexible entre
una proteina y un ligando. Los pasos y procedimientos propuestos permitirian
ahorrar tiempo y esfuerzo a aquellas personas que deseen iniciar labores de
investigacion en el campo de docking molecular, disminuyendo el tiempo de-
dicado a la adecuacion y pre-procesamiento de los datos, logrando asi, una
mayor dedicacion a los procesos de optimizacion requeridos.

El algoritmo genético disenado en el presente proyecto, permite realizar
simulaciones de docking molecular directo y semiflexible, puesto que permi-
te minimizar el valor de la energia a medida que el nimero de generaciones
aumenta. Adicionalmente, el cruce parcial del algoritmo disenado permite re-
ducir el tiempo de computo requerido debido a que sélo un porcentaje de la
poblacion es reemplazado por nuevos individuos provenientes de las opera-
ciones de cruce y mutacion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las simulaciones de do-
cking molecular realizadas, se puede concluir que dada la imposibilidad de
utilizar como criterio de minimizacién el valor RMSD, debido a que para
nuevos medicamentos no existe una estructura cristalina conocida, es de gran
importancia que la funciéon de energia presente una relaciéon directa con el
valor RMSD, de tal forma que una minimizacién de la energia conduzca ne-
cesariamente a una minimizacién en el valor RMSD.
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La seleccion de la funcién de evaluacion de energia es una de las etapas
mas importantes en el desarrollo de un proceso de docking molecular. Por
esta razén, es importante tener presente que si se desea desarrollar un pro-
ceso de docking molecular que realice las simulaciones en un corto tiempo
computacional, se debe escoger una funciéon de evaluacion de energia poco
detallada sacrificando asi precision en los resultados obtenidos. Por el contra-
rio, si se desea un proceso de docking molecular con una alta precision en los
valores RMSD, se debe seleccionar una funcién de energia que involucre dife-
rentes aspectos bioquimicos y por lo tanto, el tiempo de computo requerido
sera de varios ordenes mayor que en el caso anterior. En el presente proyecto
se opto por realizar simulaciones de docking molecular en un menor tiempo
computacional.

6.2 Trabajos Futuros

En el presente trabajo de investigacion se utilizé como funcién de evalua-
cién de la energia, aquella suministrada por el campo de fuerza AMBER. En
futuros trabajos, se pueden utilizar funciones que incluyan nuevos aspectos
bioquimicos, asi como también se puede trabajar con evaluaciones en consen-
so entre diferentes funciones de energia.

Entre las diferentes modificaciones que se pueden realizar al prototipo
de docking molecular desarrollado se encuentran las siguientes: agregar las
moléculas de agua que pertenecen al sitio activo de la proteina, encerrar los
aminodacidos del sitio activo en una malla en forma de esfera, hacer una re-
construccién incremental del ligando flexible, realizar un proceso de docking
rigido con diferentes configuraciones de un mismo ligando, utilizar métodos
de optimizacion hibridos.

Un futuro trabajo debe contemplar la paralelizacién del algoritmo de do-
cking molecular desarrollado, de manera que permita incrementar la precision
de la funcién de evaluacién de energia sin aumentar de forma significativa el
tiempo de computo requerido para llevar a cabo la simulacion.
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A. Algoritmo Genético desarrollado

’ Variable \ Descripciéon H

A, Archivo de la Proteina

Ay Archivo del ligando

A, Archivo del complejo

NumG Numero de generaciones

C; Complejo i-ésimo

Ec; Energia del complejo i-ésimo

E Vector que almacena la energia de cada complejo
P Poblacién (Estructura que almacena cada uno de

los complejos)

Tamano de la poblacion

Porcentaje de individuos a reemplazar
Porcentaje de cruce

Porcentaje de mutacion

Complejos Hijos en el cruce
Complejos Hijos mutados

| 2| 00| 0| 3

Tabla A.1: Variables del Algoritmo

La funcion Energia recibe como parametro la poblacién inicial y retorna
un vector con los valores de energia de cada uno de los individuos.

La funcién Cruce recibe como parametros la poblacién actual y el por-
centaje de individuos a reemplazar. Esta funcion retorna el niimero de hijos
correspondiente al nimero de individuos a reemplazar.

La funcién Mutacion recibe como parametros los hijos provenientes del
cruce y el porcentaje de mutacion y retorna los hijos mutados y no mutados.
La mutacion se da con el porcentaje de mutacion indicado.

La funcion Reemplazo recibe como parametros la poblacién actual y los
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hijos que van a reemplazar a los peores individuos de la presente poblacion
y retorna la nueva poblacion resultante.

Algoritmo 1 Algoritmo Genético Docking Molecular
Entradas A,, A,
Salidas A,
Crear poblacién inicial P = {C1,Cy, ...,Cp,}
n=>0
mientras n < Num(G Haga
Evaluar energia de la poblacién
E[Ecy, Ecy, ..., Ecy,| = Energia(P)
H = Cruce(P, P,, P.)
H' = Mutacion(H, P,,)
P = Reemplazo(P, H')

Fin mientras
Crear archivo del mejor individuo
A, = CrearArchivo(P(1))




B. Calculo de la energia de un
complejo

El cédlculo de la energia de los complejos generados en las simulaciones
de docking molecular semiflexible, se obtiene mediante la suma de la energia
interna del ligando y la energia de interaccion entre éste y la proteina.

La funcién de evaluacién de energia que permite obtener los anteriores
valores, es aquella suministrada por el campo de fuerza AMBER [22], la cual
estda dada por:

Etotal = Z Kr(r - Teq)2 + Z KG(G - 86(])2

enlaces angulos

+ Z —[1+cos no — ) +Z

dihedros 1<j

q@%
R12 R6 TR,

donde las variables K., r¢q, Ko, Ocq, Vi, 1, v, Aij, Bij y € son los pardmetros
suministrados por el campo de fuerza AMBER vy las variables r , 0 , ¢, R;; y
q representan la longitud de un determinado enlace covalente, el angulo exis-
tente entre dos enlaces covalentes, el valor de un determinado angulo dihedro
y la carga de un determinado atomo, respectivamente.

Finalmente, teniendo en cuenta que los complejos trabajados en el presente
proyecto de investigacién no presentan enlaces covalentes entre la proteina y el
ligando, para el calculo de la energia de interaccién entre estas dos moléculas,
solo se utilizan los términos correspondientes a la energia de van der Waals
y a la energia de las interacciones electrostaticas.
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