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Resumen

El cuerpo humano esta formado por miles de proteinas que desempenan
un papel fundamental en los seres vivos, cada una con su estructura y funcio-
nes especificas. A pesar de que actualmente se conoce el propdsito de muchas
de ellas, una gran cantidad ain se desconocen en el ambito de la biomedici-
na. Los investigadores trabajan arduamente en la exploracion de las proteinas
analizando su estructura espacial formada por un plegamiento que determina
las funciones principales y su propédsito; Asi como las reacciones quimicas que
pueden ocurrir en el sitio activo de las proteinas, resultado de la interaccion
con ciertas moléculas denominadas sustratos. Es de especial interés para los
investigadores encontrar proteinas capaces de acelerar las reacciones quimicas,
lo cual es crucial en el area de la medicina para la creacién de farmacos es-
pecificos para el tratamiento o deteccion de diferentes enfermedades como la
diabetes y el Alzheimer, entre otras. El presente proyecto realiza un aporte
desde el ambito informéatico enmarcado en la busqueda de proteinas que se
comportan y reaccionan de cierta forma frente a la exposiciéon con un sustrato
conocido. Dado que existen en bases de datos miles de proteinas que no han
sido estudiadas, en este trabajo se plantea la creacion de un sistema que ofrez-
ca la posibilidad de realizar una busqueda de forma automatizada, basada en
un conjunto de proteinas y un sustrato de los cuales ya se conoce su reaccién
quimica pero se desea expandir la exploracién apuntando a analizar grandes
bases de datos de proteinas existentes. De la mano de la bioinformatica y del
uso de enfoques de investigacion en el campo de la biologia computacional se
intenta encontrar un conjunto de proteinas que puedan reaccionar frente a un
sustrato de forma similar, o mejor ain, respecto a las proteinas ya conoci-
das, bajo las condiciones iniciales indicadas por el usuario. A partir de esta
motivacion, se implementa un sistema de flujo de informacién proteica auto-
matizado, denominado workflow, en base al trabajo manual realizado por el
usuario para analizar el modelado tridimensional de proteinas por homologia
y acoplamiento molecular, denominado docking molecular. Enfocado en los
resultados obtenidos luego de la bisqueda, se lista un conjunto de proteinas
candidatas que presentan caracteristicas que sugieren una potencial capacidad
para realizar una determinada reacciéon quimica.

Palabras clave: Proteinas, Bioinformatica, Workflow, Modelado por homo-
logia, Docking molecular
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Glosario

Alineacion de secuencias: Comparacion de las secuencias de aminodci-
dos o nucledtidos de diferentes proteinas para identificar similitudes y relacio-
nes evolutivas.

Alzheimer: Enfermedad neurodegenerativa del cerebro que afecta la me-
moria, el pensamiento y el comportamiento.

Aminoacido: Es la unidad basica que conforma a las proteinas. Existen
20 aminoacidos distintos.

API: Interfaz de programacion de aplicaciones que permite la interaccion
entre diferentes programas o sistemas.

Atomo: Unidad més pequena de materia que conserva todas las propieda-
des quimicas de un elemento.

Bioinformatica: Aplicacién de técnicas computacionales y estadisticas
para el analisis de datos de origen bioldgico, incluyendo su organizacién y
almacenamiento asi como el desarrollo de herramientas para manejarlos.

Catalisis: Proceso que aumenta la velocidad de una reaccién quimica, a
partir de una sustancia llamada catalizador.

Cofactor: Compuesto no proteico que se une a una enzima y es esencial
para su actividad catalitica.

Criterios de aceptacion: Conjunto de condiciones o estandares que de-
ben cumplirse para considerar que un sistema o programa es aceptable o fun-
cional.

Deep Learning: Rama del machine learning que utiliza algoritmos inspi-
rados en el cerebro humano para crear modelos de inteligencia artificial capaces
de procesar datos de manera jerarquica y automatica, extrayendo caracteristi-
cas y patrones complejos.

Diabetes: Enfermedad crénica que se caracteriza por niveles altos de
azucar en la sangre debido a la incapacidad del cuerpo para producir o utilizar
adecuadamente la insulina.

Docking molecular: Procedimiento computacional que intenta predecir
la unién no covalente entre dos moléculas, denominadas receptor y ligando de
manera eficiente.

EMBL-EBI: Centro de investigacion y servicios en bioinformética con
sede en el Reino Unido, que ofrece herramientas y recursos en linea para el
analisis de datos biolégicos.

Energia de activacién: Energia necesaria para que una reaccién quimica
ocurra. Las enzimas disminuyen la energia de activacién, lo cual acelera las
reacciones quimicas.
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Enzimas: Proteinas o ciertas moléculas de dcido ribonucleico (ARN) que
actuan como catalizadores bioldgicos, acelerando las reacciones quimicas en el
organismo.

Estructuras de proteinas: Configuraciones tridimensionales de las pro-
teinas, que pueden ser visualizadas y manipuladas computacionalmente con
programas especializados.

Estructuras espaciales: Configuraciones tridimensionales que adoptan
las proteinas al plegarse, lo cual define su funcionalidad.

Expasy: Base de datos y plataforma en linea utilizada para el anélisis y
anotacion de proteinas.

GUI: Interfaz grafica de usuario, es decir, la forma en que los usuarios
interactian con un software a través de elementos visuales.

Heteroatomo: Es cualquier atomo que no sea carbono e hidrégeno.

Homodimero: Estructura formada por dos subunidades idénticas de una
misma molécula o proteina que se unen entre si.

Imino reductasas: Familia de enzimas que son capaces de catalizar la
reduccion de grupos iminas a aminas.

In silico: Expresién que refiere a modelados, experimentos o andlisis que
se realizan por computadora mediante algoritmos de simulacion y prediccion.

Mondémero: Molécula simple, generalmente de peso molecular bajo, que
forma cadenas lineales o ramificadas de dos, tres o mas unidades.

Nucleétido: Es la unidad béasica que conforma los dcidos nucleicos ADN
y ARN.

Proteinas: Macromoléculas formadas por aminoacidos que tienen una fun-
cién importante en la estructura y funcion celular, asi como en la regulacion
de las reacciones quimicas en el organismo.

Proteinas homdlogas: Proteinas que comparten una secuencia de aminoaci-
dos similar debido a un ancestro comun, lo cual puede indicar una estructura
y funcién relacionadas.

Pruebas unitarias: Evaluaciéon de componentes individuales de un siste-
ma o programa para asegurar su funcionamiento correcto de manera aislada.

Quimica fina: Rama especializada que se centra en la sintesis de com-
puestos quimicos de alta pureza y en cantidades mas reducidas, especialmente
disenados para aplicaciones especificas como la industria farmacéutica.

Reaccion quimica: Proceso termodinamico en el cual dos o mas sus-
tancias experimentan cambios en su estructura molecular, formando nuevos
productos.

Servicios REST: Estilo de arquitectura de software utilizado para disenar
servicios web.

Sintesis de farmacos: es el proceso quimico mediante el cual se desarro-
llan compuestos quimicos con propiedades farmacoldgicas especificas, con el
objetivo de ser utilizados como medicamentos para el tratamiento de enferme-
dades o trastornos en seres humanos u otros organismos.

Sitio activo: Region de la enzima donde se une el sustrato y donde ocurre
la accién catalitica.



Sustrato: Molécula sobre la cual actiia una enzima, uniéndose a su sitio
activo y participando en la reaccién quimica.

Virtual screening: Busqueda de compuestos bioactivos a través de méto-
dos computacionales.

Workflow: Flujo de trabajo. Conjunto de tareas secuenciales o procesos
interconectados que se realizan para completar una actividad o proyecto.






Capitulo 1

Introduccion

Las proteinas son macromoléculas que cumplen funciones cruciales en practi-
camente todos los procesos biolégicos (Berg, Tymoczko, y Stryer, 2002). Estén
compuestas por cadenas de un conjunto de veinte moléculas basicas denomina-
das aminodcidos, que se pliegan formando estructuras espaciales que determi-
nan su funcionalidad. Algunas proteinas denominadas enzimas son capaces de
acelerar reacciones quimicas al unirse con alta especificidad a ciertas moléculas,
llamadas sustratos, para facilitar su conversién en una nueva molécula denomi-
nada producto. La interaccion se da en una parte especifica de la proteina que
se conoce como sitio activo. Las enzimas son capaces de acelerar las reacciones
quimicas en més de 10® veces, realizando reacciones con alta especificidad y
trabajando en condiciones suaves de reaccién. Por estos motivos, resultan de
gran interés a nivel de laboratorio, especialmente en la produccion de farmacos
y otras moléculas bioactivas (Zvelebil, 2008c).

1.1. Motivacion

Los métodos biocataliticos utilizan enzimas para llevar a cabo reaccio-
nes quimicas con un alto grado de eficacia y selectividad. Esta aproximacién
presenta ventajas significativas desde una perspectiva tanto ambiental como
economica, dado que las enzimas son catalizadores altamente selectivos y efi-
cientes, que actian bajo condiciones suaves de reacciéon. Existe un crecien-
te interés en los procesos de biocatalisis, especialmente para aplicaciones en
quimica fina y en la sintesis de productos farmacéuticos. Una lista de nuevos
tratamientos en constante crecimiento logra minimizar los efectos graves de
diferentes formas de cancer a través de la utilizacién de proteinas especificas
en la sintesis de farmacos, abordar las complicaciones vinculadas a la diabetes
mediante el desarrollo de insulinas recombinantes, y proporcionar opciones de
tratamiento para accidentes cerebrovasculares y ataques cardiacos mediante la
creacién de farmacos anticoagulantes. Esta lista altamente selectiva es el resul-
tado de comprender la estructura y funcién de las proteinas y contribuye a una
mejora notable en el manejo de enfermedades (Whitford, 2005). Estos avances
pueden extenderse a otras enfermedades y dependen de un conocimiento am-
plio y profundo de proteinas de tamano y complejidad cada vez mayores.



Para llevar a cabo determinada reaccién especifica, una enzima debe tener
un sitio activo con una forma y propiedades quimicas precisas. Actualmente
se encuentran disponibles bases de datos abiertas que proporcionan una enor-
me cantidad de informacién sobre las estructuras de las enzimas. Existen una
gran cantidad de estructuras, pero aiin mayor es la cantidad de secuencias. Los
avances en las técnicas de modelado permiten la generacion de nuevas estruc-
turas con un nivel de certeza razonable. Es aqui donde la bioinformética puede
hacer un gran aporte al minimizar costos y tiempo en la bisqueda, modelado y
analisis computacional de proteinas, y brindar una aproximacion al resultado
del experimento efectuado en el laboratorio (Schneider, Volkamer, Nittinger,
y Rarey, 2016).

Conocer la relacién entre la estructura de una proteina y su funcién propor-
ciona una mayor comprension de cémo funciona la proteina y, por lo tanto, a
menudo permite al investigador proponer experimentos para explorar como la
estructura tridimensional afecta la funcién. Los estudios que investigan la rela-
cién entre estructura y funcion de las proteinas son esenciales en el desarrollo
de nuevos medicamentos. La bioinforméatica desempena un papel fundamental
para acelerar este proceso al permitir la simulacién computarizada de estas
interacciones.

1.2. Objetivos

El proyecto tiene como objetivo el desarrollo de un workflow que automati-
ce el proceso de modelado tridimensional de proteinas por homologia, docking
molecular y clasificacion, que actualmente el equipo de quimica -de aqui en
adelante, usuario- realiza ejecutando una serie de tareas de forma manual.

El propdsito del workflow es buscar enzimas candidatas similares a las que
se emplean en el Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular (CUDIM), para
la aplicacion en la sintesis de un farmaco empleado en la deteccion del Alzhei-
mer. Dado que la enzima utilizada actualmente no toma el sustrato, la meta es
encontrar otras enzimas que si lo hagan y logren acelerar la reaccion quimica,
esta velocidad de reaccién se determina en el laboratorio.

Se pretende ofrecer una interfaz que facilite al usuario la operativa, con la
finalidad de permitir la ejecucién de todos los sistemas participantes en una
sola plataforma que brinde un acceso uniforme, simplificado y répido.

1.3. Desafios

Uno de los retos principales consiste en analizar y comprender el contexto
quimico en el que se encuentra inmerso el proyecto, puesto que se trata de una
tematica en la que el grupo de estudiantes no esta especializado. Es entonces



que resulta esencial unificar conceptos entre el usuario y el grupo de estudian-
tes para lograr una comunicacion efectiva durante la ejecucion del proyecto.

Otro desafio encontrado implica efectuar la integracion de los diferentes
programas involucrados en el proyecto, los cuales deben procesar diversos tipos
de archivos que retroalimenten los pasos del workflow. Esta tarea requiere una
planificacién y ejecucién minuciosa para asegurar su éxito.

1.4. Organizacién del documento

En esta seccién se presenta una vision general de la estructura y organiza-
cion del documento, resaltando los capitulos que lo conforman. Esto permite
brindar una idea clara y concisa de cémo esta estructurado el informe y qué
temas se abordaran en cada capitulo, lo que sirve como guia para la compren-
sion del contenido del informe.

El presente informe se estructura en capitulos, los cuales se resumen a con-
tinuacion: En el Capitulo 1 se introduce el tema de la tesis, se presenta la
motivacién del proyecto y se establecen los objetivos de la investigacion. Se
explican las caracteristicas del problema a resolver, su contexto, motivacion,
objetivos del proyecto y los resultados esperados. En el Capitulo 2 se propor-
ciona el contexto tedrico necesario para comprender el proyecto, incluyendo
los fundamentos tedricos y conceptuales relevantes. En el Capitulo 3 se revisan
los estudios e investigaciones previas relacionados con el tema del proyecto,
incluyendo aquellos que hayan abordado aspectos similares o relacionados. Se
realiza un andlisis de la bibliografia existente en el campo de estudio, con el
fin de identificar los conocimientos y avances previos que han sido relevantes
para el desarrollo del proyecto. En el Capitulo 4 se detallan los requerimientos
del proyecto, las herramientas analizadas y se realiza un analisis de fuentes y
tipos de datos utilizados en la investigacién. En el Capitulo 5 se presenta en
detalle la solucién propuesta. Se describe la arquitectura y el diseno del sistema
propuesto, detallando los componentes, modulos y subsistemas que lo confor-
man. Se explican las decisiones de diseno tomadas. Ademds, se proporciona
informacion sobre la implementacion realizada, describiendo los pasos realiza-
dos para la construccién del sistema. Se incluyen detalles técnicos relevantes,
como lenguajes de programacion utilizados, plataformas, bases de datos, algo-
ritmos o metodologias empleadas en la implementacién. En el Capitulo 6 se
describen los problemas detectados durante el desarrollo del proyecto y como
se abordaron. Se presentan los resultados de las pruebas unitarias, pruebas de
integracién, y analisis de los resultados. El Capitulo 7 presenta una visiéon so-
bre el proceso de ejecucion del proyecto y los obstaculos superados. Ademas, se
plantean propuestas de trabajo futuro para continuar la investigacién, identifi-
cando posibles areas de mejora o lineas de investigacion en el tema abordado.






Capitulo 2

Marco Teodrico

En el presente capitulo, se exponen los principales conceptos y fundamentos
que resultan necesarios para brindar al lector un marco de referencia integral
en relaciéon a la tematica tratada en este proyecto.

2.1. Estructura y funcion proteica

Las proteinas, macromoléculas fundamentales en la biologia, desempenan
una amplia variedad de funciones esenciales en los seres vivos. Las unidades
bésicas conocidas como aminoacidos, estan compuestas por pequenas molécu-
las formadas por atomos de carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre e hidrégeno. La
estructura unica de cada aminoacido se caracteriza por una cadena lateral de
atomos que se extiende desde su cadena principal, otorgandoles propiedades y
funciones especificas. En la naturaleza se pueden encontrar veinte aminoacidos
diferentes, y son precisamente los dtomos que componen sus cadenas laterales
lo que los distingue entre si. A continuacién, se presenta la Tabla 2.1 que deta-
lla estos veinte aminoacidos, acompanada de sus abreviaturas y la codificacién
de nucledtidos que los define en el ADN y ARN, revelando asi la conexién
intima entre la informacion genética y la sintesis de proteinas.



Tabla 2.1: Tabla de Aminoacidos y Tripletes de Nucledtidos

Aminoacido | Abreviatura | Triplete de Nu- | Triplete de Nu-
cle6tidos (ARN) cle6tidos (ADN)

Alanina Ala (A) GCU, GCC, GCA, | GCT, GCC, GCA,
GCG GCG

Arginina Arg (R) CGU, CGC, CGA, | CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA, AGG CGG, AGA, AGG

Asparagina Asn (N) AAU, AAC AAT, AAC

Aspartato Asp (D) GAU, GAC GAT, GAC

Cisteina Cys (C) UGU, UGC TGT, TGC

Fenilalanina | Phe (F) UuuU, UUC TTT, TTC

Glicina Gly (G) GGU, GGC, GGA, | GGT, GGC, GGA,
GGG GGG

Glutamato Glu (E) GAA, GAG GAA, GAG

Glutamina Gln (Q) CAA, CAG CAA, CAG

Histidina His (H) CAU, CAC CAT, CAC

Isoleucina Ile (I) AUU, AUC, AUA ATT, ATC, ATA

Leucina Leu (L) UUA, UUG, CUU, | TTA, TTG, CTT,
CUC, CUA, CUG CTC, CTA, CTG

Lisina Lys (K) AAA, AAG AAA, AAG

Metionina Met (M) AUG ATG

Prolina Pro (P) CCU, CCC, CCA, | CCT, CCC, CCA,
CCG CCG

Serina Ser (S) UCU, UCC, UCA, | TCT, TCC, TCA,
UCG, AGU, AGC TCG, AGT, AGC

Tirosina Tyr (Y) UAU, UAC TAT, TAC

Treonina, Thr (T) ACU, ACC, ACA, | ACT, ACC, ACA,
ACG ACG

Tript6fano Trp (W) UGG TGG

Valina Val (V) GUU, GUC, GUA, | GTT, GTC, GTA,
GUG GTG

Para constituir una proteina los aminoacidos forman una cadena no rami-
ficada y se pliegan generando estructuras espaciales, cuya geometria define su
funcionalidad. Una proteina se pliega para formar una estructura compacta.
Cada tipo de proteina se pliega en una forma especifica, pero de la misma
forma cada vez, y éste es el estado mas estable que puede adoptar. Esta es-
tructura especifica determina la funcion de la proteina.

Una reaccién quimica es un proceso termodindmico, en el que dos o méas
sustancias transforman su estructura molecular, los enlaces quimicos entre ato-
mos se rompen y se forman nuevos enlaces, convirtiéndose en nuevas sustancias
llamadas productos.

Un catalizador es una sustancia que acelera una reaccién quimica. Las en-
zimas son catalizadores de reacciones quimicas y, por lo general, son proteinas.
Las enzimas son las encargadas de disminuir la energia de activacion necesaria
para que una reacciéon comience. Al unirse a las moléculas del sustrato, facili-



tan que las reacciones quimicas sucedan de forma maés réapida. La parte de la
enzima donde se une el sustrato se denomina sitio activo, ya que ahi es donde
sucede la accién catalitica.

En las proteinas que son enzimas, las propiedades del sitio activo se obtie-
nen a partir de los aminoacidos que lo conforman. El grupo de aminoacidos
que se encuentra presente en el sitio activo y su posicién en el espacio tridi-
mensional, le proporcionan al sitio activo un tamano, forma y comportamiento
quimico especificos. Debido a estos aminoacidos, el sitio activo de una enzima
es apto para unirse con una molécula objetivo en particular (el sustrato) y
ayudarla a experimentar (catalizar) una reaccién quimica. Esto ocasiona una
ligera alteracién en la forma de la enzima, lo que da como resultado un ajuste
atn mds preciso (Zvelebil, 2008c).

PRODUCTOS
SUSTRATOS "
SITIO ACTIVO " }
COMPLEJO
ENZIMA-SUSTRATO
ENZIMA ENZIMA

Figura 2.1: Representacion del Proceso de Reaccion Catalitica

En la Figura 2.1, se puede ver el proceso de reaccion catalitica. La imagen
comienza con la interacciéon entre una enzima y el sustrato. En esta etapa
inicial, se pone de manifiesto la unién especifica de la enzima a las moléculas del
sustrato, creando un ambiente propicio para la reaccién quimica. A medida que
se avanza en la figura, se observa como las moléculas del sustrato se acomodan
en el sitio activo de la enzima, disminuyendo la energia de activacién requerida
para la reaccion quimica. Finalmente, la imagen culmina con la formacién
de los productos de la reaccion. Después de que la enzima ha catalizado la
transformacién del sustrato, los productos son liberados. La enzima permanece
inalterada y se encuentra lista para ser utilizada en futuros ciclos de reaccién.

Esta representacion visual encapsula de manera efectiva cémo las reacciones
quimicas son facilitadas y aceleradas por las enzimas, mostrando la esencia de
la catalisis en la naturaleza.



2.2. Homologia proteica y docking molecular

Las proteinas son fundamentales en las células porque tienen un papel esen-
cial en la mayoria de las reacciones quimicas y en la regulacion de los genes.
También contribuyen a darle forma y estructura a las células. En la década de
1980, hubo un avance importante en biologia, se descubrié cémo leer el codigo
de ADN para determinar la secuencia de aminoacidos de una proteina. Hoy en
dia, la bioinformatica utiliza esta informacioén para identificar proteinas simi-
lares y acumular conocimientos que nos ayudan a comprender las propiedades
y funciones de proteinas desconocidas. La bioinformatica desempena un papel
esencial al acelerar este proceso mediante modelos computacionales, brinda efi-
ciencia en términos de costos y tiempo, permite el modelado y realizacién de
experimentos in silico, con buenas aproximaciones a los resultados obtenidos
de forma experimental.

La similitud de la secuencia de proteinas es una herramienta poderosa pa-
ra caracterizar la funcion y la estructura de las proteinas debido a la gran
cantidad de informacién conservada a lo largo de la evolucion. Las proteinas
homélogas con un ancestro comin a menudo tienen estructuras tridimensio-
nales similares y sitios activos relacionados. Ademas, las proteinas homologas
a menudo también tienen funciones relacionadas, aunque no siempre es asi.

La modelizacién por homologia, también conocida como modelizaciéon com-
parativa o modelizaciéon basada en conocimiento, es un método para obtener
informacion estructural de una proteina cuando no se dispone de una estruc-
tura obtenida por un método experimental (cristalografia), lo que a su vez
contribuye a la comprensiéon de procesos bioldgicos fundamentales. Se basa en
el hecho de que las estructuras de proteinas homologas se conservan mejor
durante la evolucion que las secuencias de aminodacidos. Esto significa que la
mayoria de las proteinas con secuencias muy similares tendran estructuras casi
idénticas, e incluso las proteinas con secuencias muy diferentes pueden tener
conformaciones similares.

Las proteinas que son parecidas en su estructura tridimensional suelen con-
servar esta similitud a lo largo de la evolucién mucho mas que en las secuencias
de aminoacidos. Esto hace que la modelizacién por homologia sea una técnica
confiable para predecir como se ve la estructura tridimensional de la proteina
que se esta investigando. Para hacer esto se usa la estructura de una proteina
conocida y similar (denominada proteina homdéloga), como plantilla. La cali-
dad y precision del modelo dependen en gran medida de cudn parecidas sean
las secuencias de la proteina que se estén estudiando, y la proteina que se uti-
lice como plantilla. Cuanto mas parecidas sean, mejor sera la prediccion y mas
sencillo sera el proceso. Si la similitud en las secuencias es muy alta, mas del
90 %, el modelo puede ser tan preciso como si se tuviera la estructura real de
la proteina. Sin embargo, cuando la similitud en las secuencias es muy baja,
por debajo del 25%, es probable que se cometan errores importantes en el
modelo. Por lo general, para proteinas grandes (con mas de 100 aminoécidos),
se pueden lograr modelos bastante precisos incluso si la similitud de secuencia



es del 25 %. Pero para proteinas méas pequenias, es necesario una similitud de
secuencia mayor, alrededor del 30 % (Zvelebil, 2008a).

La modelizaciéon por homologia se ha automatizado para manejar la gran
cantidad de secuencias de proteinas disponibles. Esto es muy importante para
entender la informacion genética y saber qué hacen los genes. Herramientas
automatizadas como el software MODELLER (Webb y Sali, 2016) permiten
crear modelos de la estructura de proteinas usando la informacion de las se-
cuencias de manera eficiente.

La alineacién de secuencias y las técnicas de busqueda de bases de datos
facilitan la identificacién de proteinas homologas. Con el creciente niimero de
secuencias de nucledtidos y proteinas en la investigacién biomédica, se ha vuel-
to imprescindible el uso de bases de datos para su almacenamiento y anélisis.
Hay muchas formas diferentes en las que se pueden disenar las bases de datos,
tanto en términos de las formas en que se almacena la informacién como en
las formas en que se puede recuperar y analizar. Las bases de datos tienen una
estructura especifica que consta de archivos o tablas, cada una de las cuales
contiene numerosos registros y campos, lo que permite la organizacién de la
informacion en secciones distintas para su facil recuperacion y analisis.

Para poder cuantificar el grado de similitud de dos secuencias se utiliza la
alineacion. El alineamiento de secuencias es una herramienta fundamental en
bioinformatica utilizada para comparar secuencias de aminodcidos en proteinas
y encontrar similitudes o patrones que puedan proporcionar informacién sobre
la evolucion, funcién o estructura molecular.

El proceso de alineacién consiste en alinear las secuencias y encontrar re-
giones donde las secuencias sean similares, es decir, consiste en comparar las
secuencias y alinearlas para que las posiciones correspondientes estén alineadas
entre si.

Se presenta en la Figura 2.2 un alineamiento multiple de dos secuencias,
identificadas como ‘IR044’ e ‘IR047’. Las letras presentes en las posiciones ali-
neadas reflejan similitudes o diferencias entre las secuencias en esas ubicacio-
nes especificas. Si se observa la misma letra en todas las secuencias alineadas
en una posicion dada, indica que todas las secuencias comparten el mismo
aminodacido en esa posicion, lo que sugiere similitud. Por otro lado, letras di-
ferentes en las secuencias alineadas en una posicién indican que las secuencias
tienen aminoacidos distintos en esa ubicacién, senalando diferencias. Ademas,
los guiones (“-”) utilizados en el alineamiento representan espacios en blanco
o gaps, indicando que en esa posicién no se encuentra una correspondencia
adecuada entre las secuencias. Esta informacion es esencial para el analisis de
secuencias, ayuda a identificar regiones conservadas y variables, y proporciona
informacion relevante sobre la funcién y evolucion de las secuencias.
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Figura 2.2: Ejemplo de alineacién de aminoacidos

La técnica se utiliza para identificar similitudes entre especies, para identifi-
car patrones comunes en una familia de proteinas y para predecir la estructura
de una proteina desconocida. Se asignan puntajes segin las coincidencias en-
contradas. El alineamiento con mejor puntuacién deberia ser el més razonable
desde un punto de vista quimico, ya que es el que alinea mas posiciones homélo-
gas. El objetivo es minimizar la cantidad de cambios (deleciones, inserciones,
sustituciones) necesarios para lograr la alineacién éptima, lo que se conoce
como la “puntuacién”del alineamiento.

El alineamiento global se utiliza para comparar secuencias completas, mien-
tras que el alineamiento local se utiliza para encontrar regiones especificas de
similitud en secuencias mas largas. El alineamiento global es 1til cuando las
secuencias son similares en toda su longitud, mientras que el alineamiento lo-
cal es 1til cuando las secuencias solo tienen regiones similares. El conocimiento
de esta técnica es esencial para la comprension de muchos aspectos de la bio-
informatica y puede ser utilizado en una variedad de aplicaciones, desde la
identificacién de genes hasta la comparacion de genomas completos.

Una manera de descubrir enzimas que muestren una actividad especifica es
a través de la estrategia basada en motivos conservados. Los motivos conser-
vados en un alineamiento son patrones cortos de aminoacidos, y esto se emplea
en el alineamiento multiple de secuencias de proteinas cuya funcién ya se co-
noce. Las secuencias que estan relacionadas en términos de funcién comparan
patrones de distribucion similares de aminoacidos criticos, los cuales no nece-
sariamente se encuentran uno al lado del otro en la secuencia. Por ejemplo,
los aminoacidos conservados que forman parte del sitio activo de una enzima
pueden estar separados en la secuencia de la proteina, pero contintian siendo
reconocibles en un patréon debido a que deben unirse en una configuracién es-
pecifica para formar el sitio activo en la estructura tridimensional.

La modelizacién por homologia se ha convertido en una etapa esencial en la
interpretacion de datos genémicos y en la asignacion de funciones a genes. La
conservacion de estructuras entre proteinas homoélogas proporciona una base
solida para la modelizaciéon, aunque la similitud de secuencia y la longitud de
la proteina influyen en la precision del modelo. La automatizacién ha facilitado
el proceso, pero el analisis cercano del modelo resultante sigue siendo crucial,



especialmente para proteinas con menor similitud de secuencia. La modeliza-
cion por homologia es una herramienta esencial para comprender la estructura
y funcién de las proteinas en diversos contextos biolégicos y médicos. Permite
aprovechar la informacion de proteinas homélogas para obtener conocimientos
valiosos sobre proteinas desconocidas, lo que tiene un impacto significativo en
la investigacion cientifica y la aplicacion practica en campos como la medicina
y la biotecnologia. Puede ser utilizada en el disefio de farmacos al predecir
c¢émo una proteina objetivo interactuara con un compuesto especifico.

La modelizaciéon por homologia puede proporcionar informacion detallada
sobre los sitios de union a ligandos y los centros cataliticos en una proteina.
A través de la comparacién con proteinas homologas de estructura conocida,
es posible identificar regiones estructuralmente conservadas que desempenan
un papel crucial en la funcién biolégica. Estas regiones pueden estar involu-
cradas en interacciones con sustratos, cofactores o moléculas reguladoras, lo
que permite una comprensién mas profunda de los mecanismos moleculares
subyacentes.

El acoplamiento molecular, también conocido como docking molecular, es
una herramienta esencial en la investigacién farmacéutica y la bioinforméti-
ca en la que se pueden estudiar las interacciones entre proteinas y pequenas
moléculas, como sustratos enziméaticos, inhibidores y cofactores. Estos méto-
dos de acoplamiento molecular se han convertido en una manera efectiva de
modelar y analizar estas interacciones. Es relevante senalar como las técnicas
y programas de acoplamiento molecular permiten la exploraciéon de las inter-
acciones entre ligandos y proteinas, asi como la estructura de la proteina y sus
caracteristicas fisicoquimicas influyen en las interacciones.

El primer paso en el proceso del docking es la identificacion del sitio de
union en la macromolécula donde el ligando se une preferentemente. Este sitio
de uniéon suele ser una regién que desempena un papel critico en la funcién
biolégica de la macromolécula, como el sitio activo en una enzima. Una vez
que se ha identificado un sitio de unién activo o probable en una proteina, es
posible modelar la interaccion entre la proteina y las pequenas moléculas, co-
mo los ligandos. Estos ligandos pueden ser sustratos enzimaticos, inhibidores u
otras moléculas que interactian especificamente con la proteina. El anélisis de
la unién de los ligandos a sitios especificos en las proteinas y la modelizacion de
estas interacciones, permiten comprender como se relacionan la estructura y la
funcion de la proteina. Ademads, al examinar las interacciones entre el ligando
y la proteina, es posible identificar los determinantes estructurales y quimicos
que contribuyen a una unién fuerte. Este conocimiento es fundamental para el
disenio de farmacos y terapias, ya que puede proporcionar informacion sobre
cémo modificar los ligandos para lograr una interaccién mas efectiva y especifi-
ca. Los programas de software de acoplamiento molecular permiten detectar
sitios de unién y analizar como diferentes ligandos se ajustan en estos sitios
(Zvelebil, 2008Db).

Las estructuras de proteinas se pueden visualizar y manipular computacio-
nalmente utilizando una variedad de programas disponibles que leen archivos
de coordenadas y los convierten en una representacion tridimensional visi-



ble de la proteina. Algunos de estos programas son muy potentes y utiles
para analizar propiedades estructurales y funciones moleculares, ademas de
permitir la modificaciéon manual de moléculas. Algunos programas son gratui-
tos como VMD (Humphrey, Dalke, y Schulten, 1996) o de bajo costo, como
YASARA (Land y Humble, 2018). Otros programas como Glide de softwa-
re MAESTRO (Schriodinger Release 2023-4: Glide, 2023), Molecular Opera-
ting Environment (MOE) (Molecular Operating Environment (MOE), 2022),
ICM-PRO (ICM-Pro, s.f.) y Protein—-Ligand Docking Software GOLD (Jones,
Willett, Glen, Leach, y Taylor, 1997) son muy poderosos que permiten a los
usuarios realizar modificaciones computacionalmente intensivas a las molécu-
las, pero son costosos.

2.3. Workflow bioinformatico

Un workflow o flujo de trabajo se refiere a los pasos ordenados que se siguen
para hacer una tarea o varias tareas relacionadas. El objetivo de un workflow
en informaética es optimizar y automatizar la realizacion de actividades, lo que
ayuda a gestionar mejor los recursos y tener mayor productividad.

Los workflows se usan en diferentes areas de la informatica, como el desa-
rrollo de software, la administraciéon de sistemas, el procesamiento de datos y
la gestion de proyectos. Cada workflow se disena segun los requisitos y objeti-
vos especificos de cada actividad, para que las acciones se realicen en el orden
adecuado y se eviten demoras o repeticiones innecesarias.

Para implementar un workflow en informatica, se utilizan herramientas y
tecnologias que permiten definir, ejecutar y controlar los pasos del flujo de
trabajo. Estas herramientas pueden ser sistemas de gestion de workflow o
plataformas de automatizacion de procesos. Con ellas, se pueden configurar
y ajustar los pasos, reglas y condiciones del workflow, ya sea a través de una
interfaz grafica o de programacion.

Algunas caracteristicas importantes de los workflows en informética son la
capacidad de manejar tareas en secuencia o en paralelo, asignar roles y respon-
sabilidades a los participantes, manejar errores o excepciones, generar informes
y métricas de rendimiento, e integrarse con otros sistemas y aplicaciones. Tam-
bién suelen contar con mecanismos de control y seguimiento, para monitorear
el progreso de las tareas y tomar decisiones en base a los resultados obtenidos.

Los workflows ayudan a ser mas eficientes y consistentes en la realizacion
de tareas, reduciendo la posibilidad de cometer errores y mejorando la calidad
del trabajo. Los workflows también son adaptables y escalables, lo que sig-
nifica que se pueden ajustar y modificar facilmente segin los cambios en los
requisitos o en el entorno de trabajo.

Un workflow en el ambito de la bioinforméatica desempena un papel funda-
mental en la gestion y automatizacion del procesamiento y andlisis de datos.
Se trata de una secuencia estructurada y ordenada de pasos que permiten
abordar de manera sistematica y eficiente la manipulacion y exploracion de la
informacion biolégica. Al disenar un workflow bioinformatico, se debe realizar



la identificacién de los pasos necesarios para llevar a cabo el analisis de los da-
tos especificos que se investigaran. Esto implica comprender en profundidad el
objetivo del analisis. Al definir de manera precisa y exhaustiva los pasos reque-
ridos, se establece un marco sélido que guiaré el desarrollo del workflow, asegu-
rando que se cubran todos los aspectos relevantes y se alcancen los resultados
deseados. La seleccion de las herramientas y algoritmos adecuados constituye
otro elemento importante en el diseno de un workflow. En cada etapa del flujo
de trabajo, es necesario evaluar las opciones disponibles y elegir aquellas que
se ajusten mejor a las necesidades y caracteristicas de los datos. Esta eleccién
acertada implica considerar factores como la precision, eficiencia, escalabilidad
y compatibilidad de las herramientas y algoritmos con los datos y objetivos
especificos del andlisis. Ademas hay que establecer protocolos para el almace-
namiento y organizacion de los datos, asi como abordar aspectos relacionados
con la privacidad y la seguridad. Es importante considerar la implementaciéon
de estandares y formatos adecuados para facilitar la interoperabilidad y el in-
tercambio de datos entre diferentes herramientas y plataformas. Los flujos de
trabajo deben estar disenados de manera que puedan manejar eficientemente
grandes volumenes de datos y ejecutar analisis en paralelo o distribuidos. Esto
es especialmente relevante en proyectos bioinformaticos a gran escala, donde la
capacidad de procesamiento eficiente de los datos se vuelve fundamental para
cumplir con los plazos y objetivos del andlisis. Considerar la escalabilidad en el
disenio del workflow garantiza su adaptabilidad y capacidad de respuesta ante
el crecimiento de los volimenes de datos y las demandas computacionales. Los
resultados obtenidos en un anélisis deben ser estructurados de manera modu-
lar y bien documentados, de modo que puedan ser facilmente reutilizados. La
integracion de diferentes fuentes de datos es un desafio comin en los analisis.
Los workflows deben ser capaces de integrar datos provenientes de diversas
fuentes y tipos. Esto implica considerar las diferencias en la estructura y for-
mato de los datos, asi como desarrollar métodos para combinarlos de manera
coherente y estructurada. La integracién de diferentes fuentes de datos en el
workflow permite ampliar el andlisis al ofrecer una perspectiva mas integral
y detallada, que abarca todos los aspectos interconectados y proporciona una
visién maés precisa y completa.






Capitulo 3

Revision de Antecedentes

En este capitulo se realiza una revision de los trabajos més relevantes rela-
cionados con la automatizacion del modelado tridimensional y docking de las
proteinas. Se identifican las principales caracteristicas de los pipelines presen-
tados y se intenta resaltar las fortalezas de los mas robustos.

3.1. Diseno de workflow bioinformatico

En el articulo de Leipzig (2016) se realiza un repaso de los principales
frameworks de pipelines bioinformaticos actuales. Un framework de pipelines
es un conjunto de herramientas y recursos disenados para facilitar y agilizar
la implementacion y gestion de pipelines de procesamiento de datos, siendo en
este contexto un pipeline, una serie secuencial de pasos utilizados para procesar
datos.

El autor compara sus filosofias de diseno, y brinda recomendaciones practi-
cas para su construccion basadas en los requisitos de analisis y las necesidades
de los usuarios. Expresa que un framework bioinformatico debe ser capaz de
mantener pipelines consistentes en pasos tanto seriales como paralelos, con de-
pendencias complejas, software variado y multiples tipos de archivos de datos,
parametros fijos y definidos por el usuario, y entregables. Afirma que un pipe-
line debe poder recuperarse desde el punto de control méas cercano en lugar de
sobrescribir archivos intermedios que puedan ser utilizados.

Con respecto a las implementaciones de software existentes aplicadas a la
bioinformatica, comenta que muchas de ellas funcionan con grandes archivos
monoliticos ubicados en disco, lo que hace que la distribucién de tareas de
trabajo resulte poco eficiente.

3.2. Enfoque tecnolégico tradicional

“@QTome” es un pipeline web dedicado al modelado de estructuras de pro-
tefnas y docking de ligandos pequenos Pons y Labesse (2009). El pipeline co-
mienza por la identificacion de los motivos de plegamiento, para ello utiliza Psi-
BLAST (Altschul, 1997) y otros programas similares. Esto permite mediante
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calculos de conformidad, identificar los templates compatibles para el modela-
do tridimensional. Luego, las alineaciones estructurales se editan para mejorar
la calidad del modelo tridimensional y se evalian utilizando 3D-Jury (Ginalski,
Elofsson, Fischer, y Rychlewski, 2003). Una funcién de puntuacién basada en el
puntaje obtenido determina las mejores veinte alineaciones. Se vuelven a editar
las alineaciones manteniendo intactos los residuos conservados de la estructura
y se evaliian los modelos obtenidos con el software Verify3D (Eisenberg, Liithy,
y Bowie, 1997). Se aplica una nueva funcién de puntuacién y se presenta en la
pantalla de resultados una alineacién multiple donde se comparan estructura y
secuencia. Los resultados indican si se lograron estructuras significativamente
similares para el modelado y el docking molecular. El usuario tiene la opcién
de elaborar modelos tridimensionales utilizando MODELLER. Se permiten
construir hasta cuatro modelos por ejecucion, mostrandose el de mejor energia
en la pagina de resultados. El modelo resultante se evalia con Verify3D para
determinar su calidad y precision. Finalmente, se realiza el docking molecular
de los modelos que hayan alcanzado excelentes estructuras. Se utiliza Max-
Cluster (Siew, Elofsson, Rychlewski, y Fischer, 2000) para la superposicién del
modelo en complejo con el ligando. Para las interacciones proteina-ligando, se
utilizan AutoDock y MedusaScore (Yin, Biedermannova, Vondrasek, y Dokhol-
yan, 2008). Los resultados del docking molecular se clasifican y se presentan
al usuario en una pagina, donde se incluye la mejor puntuacion de interacciéon
entre proteina y ligando, y una clasificacién por puntaje de superposicién o
puntaje de interaccion.

En la misma linea, el manuscrito (Samdani y Vetrivel, 2018) presenta un
workflow denominado POAP que integra la ejecucion de los programas Open
Babel y AutoDock suite para mejorar el proceso de virtual screening de alto
rendimiento en la identificacion de nuevos farmacos. El sistema ofrece médulos
para la preparacion de ligandos y el virtual screening de un solo receptor o de
multiples receptores. Todos estos médulos estan disenados para ejecutarse en
GNU Parallel, una herramienta de linea de comandos para ejecutar coman-
dos en paralelo en multiples nicleos de CPU. GNU Parallel ejecuta tareas en
paralelo segin la cantidad de subprocesos de CPU asignados por el usuario.
POAP se distribuye libremente bajo la licencia GNU GPL e integra las he-
rramientas Open Babel-2.4.0 junto a AutoDock-4.2.6, AutoDock Vina-1.1.2
para optimizacion de ligandos, AutoDockZn para virtual screening, y scripts
de MGLTOOLS-1.5.7.

El médulo de preparacién del ligando emplea Open Babel, una herramienta
de libre acceso que se utiliza para la optimizacion de ligandos, la conversién
de formatos, la generacién de coordenadas 3D y la filtracién basada en carac-
teristicas, etc (O’Boyle, Banck, y cols., 2011) (O’Boyle, Vandermeersch, Flynn,
Maguire, y Hutchison, 2011). Sin embargo, esta herramienta solo puede mane-
jar un ligando a la vez en una sola CPU. En el médulo desarrollado, Open Babel
se paraleliza y proporciona opciones para corregir los errores estereoquimicos,
donde la estructura quimica de una molécula no coincide con la informacién de
su disposicién espacial, y la minimizacion de energia de los ligandos. De forma
predeterminada, Open Babel también procesa los ligandos con datos erréneos,



lo que da como resultado el archivo de archivos erréneos incompletos. Estos
tipos de datos de ligandos se identifican y ponen en cuarentena durante el
proceso de preparaciéon de ligandos, una funcién esencial para mantener una
ejecucion sin perturbaciones.

El médulo de wvirtual screening utiliza AutoDock, un software popular y
ampliamente utilizado para el acoplamiento de proteinas y ligandos. El uso de
multiples CPU de AutoDock Vina depende del nivel de exhaustividad esta-
blecido durante la bisqueda. POAP ofrece la flexibilidad de elegir el nimero
maximo de CPUs al nivel deseado de exhaustividad, a través de GNU Para-
llel. Esta funcién permite maximizar y optimizar la planificacién de recursos
durante la ejecucién de AutoDock Vina. Mientras que AutoDockZN involucra
un modelo direccional e independiente de la carga, que se puede utilizar para
acoplar ligandos a metaloproteinas de zinc. Al momento de ejecutar AutoDock
para el acoplamiento de proteina-ligando, se requiere preparar una cuadricula
de acoplamiento con el mapeo de asignacion de tipos de atomos a los ligan-
dos. En ejecuciones paralelas, esto puede causar problemas. Esto se soluciona
usando un script para verificar los tipos de atomos compatibles con AutoDock
en los ligandos. De esta forma se evita problemas con tipos de atomos no
identificados. Ademas, implementa un manejo dindmico y bien optimizado de
archivos, lo que permite un uso 6ptimo de la RAM. Tiene ademas accesibili-
dad estructurada de los archivos de entrada, salida e intermediarios. Estudios
recientes de evaluacion comparativa sobre herramientas comerciales de acopla-
miento gratuitas demuestran que AutoDock Vina tiene un éptimo desempeno
en la identificacién de la mejor posicién de unién de ligandos (Wang y cols.,
2016).

El trabajo demuestra la aplicabilidad del médulo de acoplamiento multi-
rreceptor de POAP basado en AutoDock Vina utilizando medicamentos apro-
bados por la FDA de DrugBank en cuatro objetivos: ROCK1, EthR, Pks13 y
PgsA. Durante la evaluacion se acoplan las proteinas a los ligandos cocristali-
zados correspondientes mediante AutoDock Vina, y se anotan las energias de
unién. Luego se realiza el acoplamiento multirreceptor con POAP generando
un archivo con las energias de unién de los conjuntos de datos de la FDA fren-
te a las proteinas estudiadas. Los ligandos se clasifican por energia de union
maxima. Finalmente se concluyen los probables ligandos reutilizables basados
en puntuaciones e interacciones intermoleculares.

Por su parte, la interfaz web gratuita IREDFisher(Yu y cols., 2022) aplica
el flujo de trabajo computacional para modelar complejos enzima-sustrato uti-
lizando imino reductasas (IREDs). Este workflow permite priorizar secuencias
definidas por el usuario, de paneles IRED establecidos, o de bases de datos
publicas curadas por IREDFisher. El usuario ingresa las secuencias iniciales y
la estructura tridimensional de un sustrato como entradas y el workflow co-
mienza con un preprocesamiento de las secuencias en el que se recopilan las
proteinas homdlogas en el Protein Data Bank (wwPDB consortium y cols.,
2019) mediante MODELLER. Se toma como template de la secuencia de con-
sulta, la proteina con la identidad de secuencia mas alta. El trabajo expone
que las IRED forman homodimeros con el sitio activo ubicado en la interfaz



entre los monémeros, lo que dificulta la construccién de un modelo de forma
automatizada (Mangas-Sanchez y cols., 2017). Para subsanarlo, realiza la ali-
neacién de secuencias entre la proteina template y la secuencia de consulta
en base a una sola cadena, luego la modifica mediante un script interno para
generar un archivo de alineamiento de secuencias de doble cadena. Se generan
y optimizan los modelos usando MODELLER en base a la alineacion de se-
cuencia de cadena doble modificada usando como template para el modelado el
dimero 50CM (Lenz y cols., 2018) dada su alta resolucién y la clara presencia
del sitio de union del sustrato y el cofactor NADPH. Los modelos se evaltiian en
funcién del diagrama de Ramachandran (Hollingsworth y Karplus, 2010). Pos-
teriormente el sustrato se acopla al sitio activo de cada modelo y se selecciona
la pose que se adapta a la geometria conocida. Se utiliza la biblioteca PyMol
de Python para alinear los modelos con la estructura del template 5OCM y asi
ubicar el sitio activo. Luego se generan las coordenadas tridimensionales para
el sustrato con Babel (O'Boyle, Banck, y cols., 2011). Se preparan las estruc-
truras alineadas con NADPH y la del sustrato con AutoDockTools (Morris y
cols., 2009).

Para el docking molecular usa como centro el centro de masa del ligando
unido a HOCM y el tamano de la caja se calcula utilizando el script eBox-
Size.pl (Feinstein y Brylinski, 2015) teniendo en cuenta el radio de giro del
sustrato. Se realiza el docking molecular con Autodock Vina (Trott y Olson,
2009) con exhaustividad diez. Los complejos proteina-sustrato son calificados
en el paso final mediante una funcién de puntuaciéon. Se toma como criterio
para la clasificacién la distancia entre el &tomo de carbono en posiciéon 4, C4
en el NADPH y el atomo de nitrégeno N, en la imina del sustrato. Las posicio-
nes de acoplamiento con una distancia C4-N inferior a 3,5 A se eliminan, y se
seleccionan como mejor el modelo las poses restantes que tienen la distancia
C4-N més cercana.

La validacion experimental de las predicciones hechas por IREDFisher res-
palda su efectividad en la seleccién de secuencias para el descubrimiento de
enzimas. En este trabajo se realizaron pruebas de validacién experimental en
las que el workflow selecciond veinte enzimas sobre una muestra mil cuatro
cientas secuencias para efectuar cinco reacciones de aminacion reductiva. Pa-
ra las cinco reacciones objetivo, la tasa de aciertos disminuye a medida que
aumenta la dificultad de las reacciones IRED. Los resultados mostraron que
IREDFisher fue capaz de seleccionar las mejores enzimas de un panel pequeno
de viente secuencias, ademas de aumentar la tasa de aciertos en comparacion
con la seleccién aleatoria. Para la validacion se utilizaron tres paneles IRED
publicos, y se seleccionaron aleatoriamente veinte secuencias de cada uno de
los paneles. IREDFisher recuperd el mejor hit entre las veinte secuencias prin-
cipales con una probabilidad del 100 %. El articulo concluye que para ampliar
el alcance de la enzima es necesario explorar una funciéon de puntuacion mas
genérica ya que la funcién de puntuacién empleada hasta el momento en este
workflow estd disenada especificamente para las IRED.

Este proyecto de grado se encuentra en una fase avanzada al momento de
la publicacion de IREDFisher y trabajos asociados.



3.3. Enfoque guiado por Inteligencia Artificial

Actualmente la tendencia en el desarrollo de software, apunta cada vez mas
a la utilizacién de técnicas de inteligencia artificial, tanto para el modelado de
proteinas como para la clasificacion de los resultados obtenidos en el docking
molecular. Un ejemplo es Alphafold (AlphaFold, 2018), que emplea técnicas de
inteligencia artificial y deep learning para predecir la estructura tridimensio-
nal de una proteina de una sola cadena a partir de su secuencia de aminoacidos.

El trabajo de FEvans y cols. describe la prediccion de estructuras de pro-
teinas complejas utilizando el modelo AlphaFold-Multimer. Este modelo fue
entrenado de forma similar a AlphaFold, pero extiende la prediccion de la es-
tructura a multiples cadenas. Por otra parte, el estudio realizado por Wong
y cols. combina una versiéon avanzada de AlphaFold, AlphaFold2, con simu-
laciones de docking molecular para predecir interacciones entre proteinas y
ligandos. Los resultados de esta investigacion indican que se necesitan avances
en el modelado de estas interacciones, en particular mediante el uso de en-
foques basados en el aprendizaje automatico, para maximizar el potencial de
AlphaFold2 en el descubrimiento de farmacos.

La plataforma Schrodinger (Schrodinger Platform, s.f.) utiliza métodos ba-
sados en la fisica predictiva y técnicas de aprendizaje automaético para acelerar
el descubrimiento de farmacos. Su proceso iterativo esta disenado para acele-
rar la evaluacion y optimizacién de sustancias in silico, antes de la sintesis y
el ensayo. Los compuestos més prometedores descubiertos en cada proyecto
quimico experimental se optimizan ain mas a través de ciclos adicionales de
analisis computacional.

Gupta y Zhou proponen un enfoque basado en aprendizaje automatico pa-
ra afrontar dos de los grandes desafios que presenta la bisqueda de compuestos
bioactivos a través de métodos computacionales, virtual screening, incluyendo
el manejo de bibliotecas de compuestos cada vez més grandes y la distincién
entre los verdaderos positivos y los falsos positivos. En este trabajo los auto-
res presentan un pipeline basado en técnicas de agrupamiento y deep learning
para reducir la cantidad de compuestos a examinar, y mejorar la precision del
virtual screening.

La revisién de antecedentes desempena un papel esencial en el proyecto
al proporcionar un panorama actualizado de las tecnologias y herramientas
disponibles. Este proceso es de gran utilidad para tomar decisiones mas fun-
damentadas, evitar duplicaciones de esfuerzos y recursos, y comprender los
desafios existentes. De esta forma, contribuye a mantenerse al tanto de las
ultimas investigaciones y a optimizar el enfoque del proyecto.






Capitulo 4
Analisis

En este capitulo se presenta la especificacién de requerimientos acordados
con el usuario, el analisis del problema y las decisiones tomadas para realizar
su desarrollo.

4.1. Requerimientos

En base a la propuesta del proyecto y al relevamiento realizado con el
usuario se derivan los requerimientos:

1. Conformar un workflow que interconecte los programas necesarios pa-
ra el proceso de seleccion de proteinas homologas, modelado y docking
molecular.

2. Proveer una interfaz al usuario que permita el ingreso de los parametros
utilizados en los diferentes programas involucrados en el workflow.

3. Implementar un sistema de almacenamiento de resultados intermedios
con el fin de ponerlos a disposicién del usuario para su posterior anélisis.

4. Presentar una clasificacion de los resultados del docking molecular basada
en la distancia establecida por parametro.

4.2. Herramientas analizadas

En esta seccion se presenta una descripcién de las herramientas analizadas
y se justifica su eleccion como parte de la solucion propuesta.

4.2.1. Plataforma para desarrollo del workflow

En cuanto a la plataforma para el desarrollo del workflow, se sugiere uti-
lizar KNIME Analytics Platform (Berthold y cols., 2009) en la propuesta del
proyecto. Sin embargo, se plantea la posibilidad de utilizar PENTAHO BI
Suite(PBIS) (PENTAHO BI Suite, 2004) en su lugar, debido a la experien-
cia previa por parte del grupo de estudiantes, en el uso de esta plataforma.
Se realiza entonces un andlisis comparativo entre ambas opciones, teniendo
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en cuenta los aspectos mas relevantes para la eleccion de la plataforma. Los
resultados se resumen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Anélisis comparativo de plataformas

KNIME Analytics | PENTAHO BI Sui-
Platform te
Plataforma de software li- v v
bre
Ofrece procesos ETL v v
Cuenta con extensiones es- v X
pecificas aplicables en bioin-
formatica
Previo conocimiento de la X v
herramienta por parte del
grupo

Si bien ambas plataformas son de propédsito general e incluyen nodos pa-
ra ejecucion de scripts de Python, lo que amplia las opciones de desarrollo,
KNIME cuenta con extensiones de dominio especializadas en el area de la bio-
informatica, y esto puede llegar a ser de gran utilidad para la incorporacién
de nuevos desarrollos a futuro.

Otro punto a favor de KNIME es que se pueden utilizar extensiones, y que
con la evolucién de las versiones no se eliminan, solo se vuelven obsoletas, lo
que garantiza que los flujos desarrollados con versiones anteriores sigan fun-
cionando. Tras unas pruebas de concepto de la plataforma se valora como un
software muy intuitivo al uso y que esta bien documentado, determinando la
eleccién de esta plataforma para la implementacion del workflow.

Posteriormente, se divide el analisis en dos etapas: la primera, enfocada
en las herramientas para el modelado por homologia y la segunda en las he-
rramientas para el docking molecular. Para llevar a cabo el modelado por ho-
mologia es necesario realizar el alineamiento de secuencias, buscar los motivos
conservados, identificar secuencias homologas que cumplan con los motivos vy,
por ultimo, explorar secuencias similares a las obtenidas en el paso anterior
que ya tengan definido su modelo tridimensional, con el fin de obtener el mo-
delado de la secuencia en cuestién. Por su parte, el docking molecular implica
el andlisis de la interaccién entre dos moléculas para predecir su estructura
y funcién, y se puede realizar mediante diferentes programas y técnicas. Es
fundamental escoger las herramientas adecuadas para cada etapa del anélisis
con el fin de obtener resultados precisos y confiables.

En la siguiente subsecciéon se analizan las herramientas para cada paso del
modelado por homologia.



4.2.2. Modelado por homologia

En primer lugar, se realiza un analisis de las herramientas sugeridas por
el usuario para realizar la tarea de alineamiento. Entre las opciones propues-
tas se incluyeron MEGA X (Tamura, Stecher, y Kumar, 2021), CLUSTAL-
OMEGA (Clustal Omega, 2011), MUSCLE (MUSCLE, 2004), y FAMSA
(FAMSA, 2016).

MEGA X es caracterizada por el usuario por ofrecer resultados confiables.
Utiliza los algoritmos Muscle y ClustalW (MEGAX-Help, s.f.) (ver Apéndi-
ce 2), y cuenta con una interfaz de linea de comandos. Sin embargo se descarta
debido a su poca flexibilidad, pues requiere especificar el analisis a ser ejecu-
tado y generarlo exclusivamente a partir de su propia interfaz GUI junto a
los pardmetros de entrada (MEGAX-Help - Running in Command-Line Mo-
de, s.f.). Ademads, al tratarse de software propietario, no pone a disposicién su
codigo fuente.

CLUSTAL-OMEGA es otra herramienta conocida por el usuario. Tiene una
limitante de procesamiento de cuatro mil secuencias o un maximo de 4MB por
archivo de entrada. Ofrece servicios bajo protocolos REST y SOAP (Clustal
Omega Help and Documentation, s.f.).

MUSCLE utiliza el algoritmo Muscle y ofrece servicios a través de una
API REST. Tiene la limitante de procesamiento de un méaximo de quinientas
secuencias por archivo.

FAMSA, por su parte, es software libre bajo uso no comercial y ofrece una
interfaz por linea de comandos, siendo especialmente adecuado para grandes
conjuntos de secuencias. Utiliza el algoritmo FAMSA. Aunque es desconocido
por el usuario, se considera como una opcion.

Finalmente, se acuerda con el usuario emplear MUSCLE y ejecutarlo en
diferentes hilos de ejecucién para optimizar el procesamiento, agrupando de
a cuatrocientos noventa y nueve secuencias y agregando en cada grupo la se-
cuencia de referencia.

En segundo lugar, se procede a analizar las herramientas disponibles pa-
ra la busqueda de motivos en un conjunto de secuencias. Entre las opciones
consideradas se encuentran PRATT Expasy (PRATT, 2003) y Pratt EMBL-
EBI (Pratt, 2002). El usuario sugiere PRATT Expasy, sin embargo, se determi-
na que esta herramienta no ofrece servicios para su ejecucion y la alternativa de
extraer los datos directamente desde la web implica un riesgo para el correcto
funcionamiento del sistema. Por otro lado, Pratt EMBL-EBI ofrece tanto una
interfaz web como servicios para su consumo, lo que lo hace una opcién mas
viable y segura. Por lo tanto, se acuerda con el usuario utilizar Pratt EMBL-
EBI para evitar posibles dependencias futuras frente a actualizaciones de la
web de PRATT Expasy.

En tercer lugar, se procede a analizar las herramientas disponibles para la
busqueda de secuencias a partir de motivos conservados. Entre las opciones



evaluadas se encuentra SCAN PROSITE (ScanProsite tool, 1996), una herra-
mienta sugerida por el usuario debido a su conocimiento previo. Esta aplicacion
ofrece la posibilidad de utilizar un script para ejecutar la bisqueda de forma
local, lo cual requiere previamente la descarga de las bases de datos necesarias.
No obstante, SCAN PROSITE también ofrece la opciéon de consumir un ser-
vicio REST (ScanProsite - user manual, s.f.) para llevar a cabo la tarea. Tras
analizar las ventajas y desventajas de ambas alternativas, se decide optar por
la segunda opcioén con el objetivo de evitar la necesidad de mantener actua-
lizadas las bases de datos de proteinas locales, dado su crecimiento exponencial.

En el cuarto lugar del analisis, se evalian las herramientas disponibles
para la busqueda de templates para el modelado. Entre ellas se encuentra
BLAST (Altschul, 1997), sugerido por el usuario debido a su experiencia y
conocimiento del dominio. Este software proporciona tres variantes para su
uso: una suite de herramientas de linea de comandos para su ejecucién en un
servidor local, la posibilidad de ejecutar bisquedas en un servidor en la nube,
y una API REST para realizar busquedas.

De las tres variantes de BLAST, se descarta la interfaz por linea de coman-
dos debido a que se requiere mantener de forma local las bases de datos, las
cuales se actualizan diariamente (BLAST-Help. Download, s.f.). Esto implica
descargarlas de forma peridédica. La ejecucion de BLAST en la nube, aunque
es la opcion mas indicada segin su descripcion, se excluye debido al uso de los
servicios de Google Cloud (Google Cloud, 2008), que ofrecen cierta actividad
gratuita, pero exigen pago por su uso general.

Por 1ltimo, se evalia la API de BLAST y se detectan las siguientes res-
tricciones de uso: los servidores NCBI BLAST son un recurso compartido en
los que los usuarios interactivos tienen prioridad, por lo que las solicitudes de
grandes volumenes pueden ser derivadas a una cola mas lenta o incluso blo-
quearse. Ademads, no se permite contactar a un servidor mas de una vez cada
diez segundos, ni hacer pooling de ningin Request ID mas de una vez por mi-
nuto. Es necesario proporcionar un correo electrénico para que el NCBI pueda
contactar al usuario en caso de que surja un problema. En caso de necesitar
enviar mas de cincuenta busquedas, se recomienda ejecutar los scripts los fines
de semana o de lunes a viernes entre las 9:00 PM y las 5:00 AM (UTC-5).
BLAST es mas eficiente si se envian multiples consultas como una busqueda
en lugar de enviar cada consulta como una busqueda individual (BLAST-Help.
Developer info, s.f.). Se analiza que estas restricciones no representan un pro-
blema para el procesamiento esperado. Por otra parte, para la busqueda de
la estructura tridimensional de las proteinas, se identifica que Protein Data
Bank, una base de datos ampliamente conocida y utilizada, esta disponible
y proporciona servicios para la descarga de archivos. Por lo tanto, se decide
utilizar la API de BLAST para la bisqueda de modelos tridimensionales simi-
lares y Protein Data Bank para la obtencién de los templates para el modelado.

Para la ultima etapa del modelado por homologia se evalia la herramienta
mas adecuada para llevar a cabo el modelado tridimensional. La herramienta
seleccionada fue MODELLER, recomendada por el usuario debido a su conoci-



miento previo en su uso. Este software es de libre acceso para fines académicos y
proporciona instaladores para los sistemas operativos Linux, Mac y Windows.
Ademas, ofrece diversas opciones de modelado, siendo la opciéon Avanzado
(Sali, 1989) la elegida para realizar esta tarea.

4.2.3. Docking molecular

Se evalian distintas herramientas para llevar a cabo la etapa de docking
molecular. Entre las opciones se encuentran YASARA, que ofrece una com-
binacién de visualizacién, modelado y docking molecular, aunque solo su he-
rramienta YASARA View es de acceso gratuito, y requiere licencia para sus
herramientas de modelado y docking molecular (YASARA-Help, s.f.). Otros
ejemplo de software que pueden ser utilizados para este propésito son GOLD
y MOE que también requieren licencia.

Otra herramienta evaluada es LigandScout Fxtensions for the KNIME Work-
bench (LigandScout Extensions for the KNIME Workbench, 2005), una exten-
sion para KNIME que incluye herramientas de diseno y modelado molecular,
como el nodo visor tridimensional para visualizacién de moléculas y el nodo
AutoDock Vina para experimentacion de docking molecular. Sin embargo, es-
ta herramienta es propietaria y esta sujeta a una licencia de software comercial.

Por su parte, AutoDock (AutoDock, 1989) es una suite de cédigo abierto
que ofrece herramientas automatizadas para llevar a cabo el docking molecu-
lar, especialmente para predecir como se unen las moléculas pequenas, como
los sustratos, a un receptor de estructura tridimensional conocida. Dentro de
esta suite, se encuentra AutoDockTools, una interfaz grafica que simplifica la
preparacién de los archivos de entrada para el docking molecular y la ejecucién
de los programas correspondientes. Asimismo, AutoDock Vina presenta mejo-
ras significativa en la precisién de las predicciones de resultados, y permite la
entrada de archivos en formato pdbgt para el ligando y el receptor, generando
un archivo de salida en formato pdbqt que contiene la informacién energética
y las mejores posiciones del ligando.

Finalmente, se opta por utilizar la suite de Autodock Vina debido a que es
un software libre.

4.3. Analisis de fuentes y tipos de datos

En la investigacién de la biologia molecular y la genética, se utilizan diver-
sas bases de datos y formatos para almacenar y manipular informaciéon sobre
proteinas. Protein Data Bank (PDB) es una base de datos que contiene in-
formacion sobre estructuras tridimensionales de macromoléculas determinadas
experimentalmente como se menciond en la Secciéon 4.2, mientras que Uni-
ProtKB (UniProt, 2003) es una base de datos que contiene informacién sobre
proteinas, incluyendo su secuencia, funcién y articulos de investigacién inde-



xados. UniProtKB se compone de dos sub-bibliotecas: UniProtKB /Swiss-Prot
y UniProtKB/TrEMBL.

UniProtKB/Swiss-Prot es una base de datos no redundante y de alta cali-
dad obtenida mediante anotaciéon manual, y se enfoca en proporcionar secuen-
cias de proteinas fiables y relacionadas con anotaciones de alto nivel, como
descripciones de la funcién de la proteina y su estructura de dominio. Ademas,
cuenta con una redundancia minima y un alto nivel de integracién con otras
bases de datos. Por otro lado, UniProtKB/TrEMBL realiza traduccién au-
toméatica de secuencias de proteinas y contiene secuencias de proteinas no
anotadas que se actualizan automaticamente a medida que se generan nuevas
secuencias de proteinas.

En cuanto a los formatos utilizados, se utiliza el formato fasta para repre-
sentar secuencias de aminoacidos. Se trata de un archivo de texto plano en el
que cada secuencia comienza con un encabezado de una sola linea que comien-
za con el caracter “>"seguido de un identificador de secuencia y una breve
descripcion. La linea siguiente contiene la secuencia en si misma. La secuencia
puede estar en una sola linea o dividida en varias lineas. Por otra parte, el
formato pdb describe las estructuras tridimensionales de las macromoléculas
determinadas experimentalmente. Los archivos contienen informacién sobre la
estructura tridimensional de la macromolécula, incluyendo las coordenadas es-
paciales de los atomos que la conforman, asi como informacién adicional como
ser el autor de la estructura, la resolucién de la estructura, la técnica utilizada
para resolverla y los descriptores de la proteina, como el nombre y la funcién.
También se utiliza el formato pdbgt. El formato pdbgt (no estandar) es una
extensién del formato pdb utilizado por el programa AutoDock para realizar
simulaciones de acoplamiento molecular. Incluye informacion sobre la posicién
y tipo de atomos, informacién de conectividad, cargas y radios atomicos de
los atomos, asi como informacién sobre los puntos de acoplamiento y los tipos
de dtomos que pueden interactuar con el ligando. Por 1ltimo, el formato PIR,
legible por los programas BLAST y MODELLER para la comparacién de se-
cuencias y el modelado de proteinas, utiliza una estructura de registro para
almacenar informacion de secuencia y anotaciéon. Cada registro comienza con
una linea de encabezado que comienza con un simbolo de asterisco, seguida de
informacion de identificacion y datos de secuencia. A continuacién, se propor-
ciona informacion de anotacion, como la estructura tridimensional y la funcién.

Para la manipulacién de los datos, se utilizan expresiones regulares para
extraer datos de interés en los archivos de texto plano y el parseo en el caso de
los documentos XML. Una descripcién detallada de los formatos empleados se
encuentra en el Apéndice 1.

Estas bases de datos y formatos son fundamentales en la investigacion de
la biologia molecular, ya que permiten el almacenamiento, manipulacién y
analisis de informacion esencial para comprender la estructura y funcién de las
proteinas.



Capitulo 5

Solucion Propuesta

En el presente capitulo se describe la arquitectura de la soluciéon imple-
mentada para el cumplimiento del objetivo principal del proyecto, en el cual se
plantea la realizacién de un workflow enfocado en el andlisis y procesamiento
de proteinas utilizando las herramientas definidas en la Seccién 4.2

5.1. Arquitectura y Diseno

La solucién técnica propuesta se disena con el objetivo de abordar los des-
afios que presenta el usuario al momento de realizar la ejecucién de sus tareas.
La propuesta de la solucién se basa en una arquitectura de cuatro capas inter-
conectadas: frontend, backend, plataforma de creacion del workflow, y progra-
mas/servicios externos. Esta estructura modularizada permite gestionar cada
componente de manera independiente, lo que facilita el mantenimiento y la
evolucién constante de la aplicacion. A su vez, esta soluciéon también se crea
con el objetivo de garantizar una experiencia de usuario fluida, una comunica-
cién eficiente entre los componentes del sistema y una integracién exitosa con
recursos externos.
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Figura 5.1: Diseno de arquitectura

En la Figura 5.1 se presenta un diagrama donde se puede visualizar el di-
senio de la arquitectura para la solucion propuesta con sus cuatro capas. En
primer lugar, el frontend es el responsable de proporcionar la interfaz con la
que los usuarios interactian.

La capa de backend juega un papel fundamental en la solucion técnica, esta
compuesta por un servidor y una base de datos relacional. Se implementa un
servidor que gestiona las solicitudes del usuario, procesa los datos y coordina la
comunicacion entre el frontend y la plataforma KNIME. Para lograr una comu-
nicacién 6ptima, se opta por el uso de API REST, esto permite una interaccion
estructurada entre los diferentes componentes y facilita futuras expansiones y
mejoras, mas adelante se presenta la API definida. Por otra parte, la base de
datos relacional desempena un papel esencial en la persistencia de datos. Esta
base de datos almacena las configuraciones y preferencias ingresadas por el
usuario a través del frontend. Las interacciones entre el servidor y la base de
datos se gestionan mediante consultas SQL, asegurando un almacenamiento y
recuperacion eficientes de la informacién.

La capa tres contiene la integracién con la plataforma KNIME, otro compo-
nente esencial de la solucién, podria decirse que es uno de los pilares destacados
de la arquitectura. Se encarga de la transferencia, tratamiento y procesamien-
to de los datos de todo el flujo de trabajo, interactuando con el backend y
servicios/programas externos que se encuentran en la capa superior. En la pla-
taforma se definen los nodos necesarios para la ejecucién de todas las tareas
ejecutadas por el usuario, permitiendo la automatizacién de procesos com-
plejos, ampliando la capacidad del sistema para realizar andlisis y calculos



sofisticados.

Por 1ltimo, en esta capa se incorporan un conjunto de scripts para proce-
sar tareas especificas que requieren légica y calculos complejos. Estos scripts
se ejecutan en esta capa para optimizar el rendimiento y la eficiencia en el
procesamiento de datos.

La capa superior de administracién de programas/servicios externos se di-
sefia, con un propodsito esencial: separar y gestionar de manera eficiente los
programas y servicios externos que son necesarios para completar el procesa-
miento de los datos dentro del sistema. Esta capa despliega un enfoque es-
tratégico para optimizar la funcionalidad del sistema y orquestar con mayor
precisién la interaccion con componentes externos.

Para la solucion técnica se combinaron buenas practicas de diseno de soft-
ware, la comprension de las necesidades de los usuarios y los objetivos del
proyecto. Cada decision de disenio, desde la eleccién de las tecnologias hasta
la implementacién de la arquitectura en capas, se enfoca en la usabilidad, la
funcionalidad y la eficiencia en los tiempos de ejecucion del sistema.

En las siguientes subsecciones se profundiza su explicacion, donde se mues-
tra con mayor detalle los aspectos especificos de cada componente y cémo
interactian entre si.

5.1.1. Descripcién funcional

La descripcién funcional se expone con un enfoque global, centrado en el
funcionamiento del sistema a nivel de componentes y responsabilidades.
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Figura 5.2: Descripcién funcional

Analizando la Figura 5.2 de izquierda a derecha, en primer lugar se hace
referencia a la interaccion del usuario con el frontend, indicando los datos de
entrada y la calibracion de parametros. Una vez calibrado ocurre la etapa de
almacenamiento de las configuraciones e informacién de entrada en el backend,
esto es persistido en una base de datos relacional, (més adelante en el do-
cumento, se presenta el modelo entidad relacién) y en el file system definido
dentro del servidor. En este momento el sistema se encuentra en condiciones
de realizar la ejecucion del workflow implementado en la plataforma KNIME
generando los logs correspondientes en cada paso del flujo. En cada etapa se
almacenan en el backend los resultados intermedios obtenidos y a su vez, estos
se utilizan para procesamientos posteriores. Una vez culminada la ejecucion,



se almacenan los resultados y el usuario visualiza el analisis en el frontend.

5.1.2. Diagramas de secuencia

En esta fase se describe a alto nivel las interacciones del usuario con el
frontend y sus correspondientes hilos de ejecucion interactuando con el servidor
y KNIME, esto puede visualizarse en la Figura 5.3 a continuacién.
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Figura 5.3: Diagrama de secuencia - Vista general

Ademas, en la Figura 5.4 se presenta un diagrama de secuencia que resalta
las principales etapas de ejecucion del workflow implementado en la plataforma
KNIME. Este diagrama se centra en la interaccion con servicios y programas
externos que forman parte integral del proceso.
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Figura 5.4: Diagrama de secuencia - Interaccion workflow y progra-
mas/servicios externos

5.1.3. Frontend

El diseno del frontend se realiza siguiendo una estrategia donde cada faceta
funcional y visual de la interfaz de usuario se descompone en componentes indi-
viduales. Este enfoque permite un desarrollo eficiente y una adaptacion fluida
conforme el sistema evoluciona. La Figura 5.5 ilustra con claridad el arbol
de componentes, cada uno de los cuales lleva sus propias responsabilidades y
funcionalidades.
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Figura 5.5: Diagrama de componentes

El punto de entrada de la aplicacién se sitia en el componente “App”, que
desempena un papel primordial como contenedor principal. Aqui, se encuentra
la barra de navegacién principal, el pie de pagina y el enrutador, que propor-
ciona una navegacion coherente entre las diversas secciones de la aplicacion.

A un nivel subsiguiente, se encuentra el componente “Inicio”, que aloja
una subdivision esencial denominada “Pasos”. Este componente encapsula las
diferentes etapas del proceso de carga de datos y parametros y se fragmenta en
componentes mas especificos: “SecuenciaReferencia”, “Parametros”, “Secuen-
ciaAnalisis” y “Ligando”.

En particular, “SecuenciaReferencia” se encarga de establecer el entorno
propicio para la entrada de la secuencia de referencia, ya sea mediante un
archivo o introduccién en texto plano. Dentro de este subcomponente, se en-
cuentra la “Especificacién de Aminoacidos”, detallando las caracteristicas de
los amino&acidos que se tendran en cuenta en el analisis. Por su parte, “Parame-
tros” presenta una estructura de pestanas, donde cada pestana contiene el sub-
componente “TablaParametros”. Aqui, se presentan valores numéricos, umbra-
les y otros elementos relevantes para el andlisis. Este enfoque segmentado se
implementa con la finalidad de simplificar el manejo de los pardmetros tenien-
do presente la interaccién con el usuario.

“SecuenciaAnalisis”, por otro lado, es similar a “SecuenciaReferencia”, pe-
ro se enfoca en brindar la posibilidad de ingresar las secuencias especificas para
el analisis, ya sea mediante archivo o texto plano. Finalmente, “Ligando” se
encarga de permitir el ingreso del ligando en formato pdb y, posteriormente,
inicia la ejecucién del workflow.



Dos componentes adicionales, “Ejecucion” y “Resultados”, coexisten en
el mismo nivel que “Pasos”. “Ejecucion” tiene el propédsito de comunicar al
usuario el estado de la ejecucién del proceso hasta su conclusién, brindan-
do la oportunidad de visualizar los resultados obtenidos. Precisamente, esta
responsabilidad se transfiere al componente “Resultados”. Como se menciond
inicialmente, el componente App contiene el enrutador que en la estructura de
la aplicacién desempena un papel fundamental para la creacién de una expe-
riencia de usuario fluida y coherente. En la Figura 5.6 se presenta un diagrama
de flujo que ilustra de manera visual cémo el enrutador gestiona la navegacion
y las transiciones entre las diversas vistas y componentes de la aplicacion.
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Figura 5.6: Diagrama de ruteo



Concluyendo con la descripcién del diseno del frontend, se puede desta-
car que el enfoque utilizado facilita un desarrollo eficiente y una adaptacion
fluida a medida que el sistema evoluciona, ya que la estructura segmentada
no solo simplifica la interaccién con el usuario, sino que también promueve la
reutilizacion y la mantenibilidad del cédigo.

5.1.4. Backend

A continuacion se detalla la APT REST definida para la comunicacion del
backend con el frontend y la plataforma. Para ello, se utiliza la arquitectu-
ra cliente-servidor, donde el servidor se encarga de la implementacién de la
API. Esta API se encarga de recibir las peticiones del cliente (en este caso, el
frontend o plataforma), procesarlas y devolver la respuesta correspondiente en

formato JSON.

POST /api/parametros

Descripcion: Almacena y controla los pardmetros de entrada proporciona-
dos en la interfaz web. Los datos se persisten en una base de datos para su
recuperacion por el workflow y el servidor. Ademaés, se archivan para su uso
como historial de configuracion, permitiendo su consulta en la visualizacién de
resultados.

REQUEST:
{

parametros: [

{ name: ’Muscle’, value: 0, parameters: [Array] },
{ name: ’Pratt’, value: 1, parameters: [Array] },
{ name: ’Prosite’, value: 2, parameters: [Array] },
{ name: ’Blast’, value: 3, parameters: [Array] },
{ name: ’Modeller’, value: 4, parameters: [Array] 1},
{ name: ’Autodock’, value: 5, parameters: [Array] }
]
+
RESPONSE:

Cédigo 200: ’Los datos se cargaron correctamente’

Cédigo 500: ’No se pudieron guardar los parametros’

Cédigo 400: ’Se requiere un valor para el parametro X en el
paso Y’

Nota: X es un nombre de parametro de entrada de la web, Y es un paso en el
flujo de trabajo.

POST /api/resetearParametros

Descripcion: Persiste los parametros de entrada por defecto para el work-
flow, dejando valores vacios segtin necesidad del usuario para el caso de prueba
que desee ejecutar.



REQUEST:

{
parametros: [
{ name: ’Muscle’, value: 0, parameters: [Array] },
{ name: ’Pratt’, value: 1, parameters: [Array] 1},
{ name: ’Prosite’, value: 2, parameters: [Array] },
{ name: ’Blast’, value: 3, parameters: [Array] },
{ name: ’Modeller’, value: 4, parameters: [Array] 1},
{ name: ’Autodock’, value: 5, parameters: [Array] }
]
}
RESPONSE:

Cédigo 200: ’Los datos se cargaron correctamente’
Cédigo 500: ’No se pudieron guardar los parametros’

POST /api/secAnalisis
Descripcion: Almacena las secuencias de analisis en el sistema de archivos
para ser utilizadas posteriormente por el workflow.

REQUEST
{

secAnalisis: ’secuencias de analisis’

RESPONSE:

Cédigo 200: ’La/s secuencia/s se cargaron correctamente.’
Cédigo 500: ’No se pudo cargar la/s secuencia/s’

Cédigo 400: ’Se deben ingresar la/s secuencia/s de andlisis’

POST /api/secuenciaRef

Descripcion: Almacenamiento de la secuencia de referencia y aminoacidos
de interés para el andlisis de proteinas.

REQUEST :
{
secuenciaRef: ’secuencia de referencia’,
aminoaciodosRef: [
{ posicion: ’1’, aminoacidos: [Array], obligatorio: false },
{ posicion: ’2’, aminoacidos: [Array], obligatorio: false }

1,
cantAminosObligatorios: 0
+
RESPONSE:

Cédigo 200: ’Los datos se cargaron correctamente’



Cédigo 500: ’No se pudo cargar la/s secuencia/s’
Cédigo 500: ’No se pudieron guardar los aminodcidos de referencia’

POST /api/ligando
Descripcion: Almacena el ligando a utilizar para el docking en un archivo
con formato pdb.

REQUEST:

{
ligando: ’ligando’

RESPONSE:

Cédigo 200: ’Los datos se cargaron correctamente. ;Desea
comenzar la ejecucién del flujo de trabajo?’

Cédigo 500: ’No se pudo cargar el ligando’

Cédigo 500: ’Se debe ingresar el ligando’

POST /api/ejecutar
Descripcion: Inicia la ejecucion del workflow implementado con KNIME.

REQUEST:
{3

RESPONSE:
Cédigo 200: ’Comenzando la ejecucién del flujo de trabajo’

POST /api/infoPasos
Descripcion: Informa el estado de cada paso a medida que avanza la ejecu-
cién del workflow, almacenando en la base de datos los datos recibidos.

REQUEST:
{

"paso":"nombre del paso","valor":"estado"

RESPONSE:
Cédigo 200
Cédigo 500

GET /api/infoPasos
Descripcion: Retorna un JSON con el estado de los pasos para mostrar el
progreso del workflow en la interfaz web.

REQUEST:



{3

RESPONSE:
Cédigo 200:
{
"paso":"Muscle","valor":"procesando",
"paso":"Muscle","valor":"finalizado",

/...

POST /api/finWorkflow

Descripcion: Informa la finalizacion de la ejecucion desde el workflow y
almacena en la base de datos el resultado de las proteinas que clasificaron ok.

REQUEST:
{

"proteinasOk": List["nombre proteina']

RESPONSE:
Cédigo 200
Cédigo 500

GET /api/finWorkflow

Descripcion: Retorna un valor booleano que indica si el workflow ha fina-
lizado.

REQUEST:
{3

RESPONSE:
Cédigo 200: Booleano

POST /api/guardarHistorialEjecucion

Descripcion: Bajo el directorio Historial, se genera una carpeta con el nom-
bre enviado en el request y se copian los resultados obtenidos recientemente al
finalizar la ejecucion del workflow. Dejando esta informacién disponible para
futuras consultas de los resultados. Ademas se almacena en la base de datos
la ruta generada para la ejecucién guardada.

REQUEST:
{ nombre: ’Nombre con el que se guarda la ejecucién’}

RESPONSE:
Cédigo 200: ’Ejecucién guardada exitosamente.’
Cédigo 500: ’Error al guardar la ejecucién. La ejecucidn



req.nombre ya existe.’
Cédigo 500: ’Error al guardar la ejecucién.’

GET /api/resultados

Descripcion: Obtiene la estructura de archivos del sistema de archivos de-
finido para guardar los resultados de cada paso de la ejecucién del workflow
clasificando cada nodo como archivo o carpeta. Esto se utiliza con el fin de
visualizar los resultados en la web.

REQUEST:
{3

RESPONSE:
Cédigo 200: Arbol de archivos
Cédigo 500: ’No se pudieron cargar los resultados’

GET /api/historial
Descripcion: Obtiene los resultados de ejecuciones anteriores que han sido
guardados por el usuario.

REQUEST:
{3

RESPONSE:
Cédigo 200: Arbol de archivos
Cédigo 500: ’No se pudo cargar el historial de resultados’

GET /api/archivo
Descripcion: Se obtiene el archivo correspondiente a la ruta indicada como
parametro del request y lo envia al frontend.

REQUEST:

{
path: ’C:\\Servidor_Proyecto\\Archivos_workflow
\\aminoacidosRef.txt’,
name: ’aminoacidosRef.txt’

RESPONSE:
Cédigo 200: Archivo
Cédigo 500: ’No se pudo recuperar el archivo’

Por otra parte, el backend esta conformado por una base de datos que esta
disenada centrandose en los pasos del workflow y la representacién de sus eje-
cuciones.
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Figura 5.7: Modelo entidad relacién de la base de datos

La Figura 5.7 presenta el modelo Entidad-Relacién (E-R) donde se obser-
van las entidades utilizadas en el diseno de la base de datos para representar
tanto los pasos del workflow como sus ejecuciones. En relacion a los pasos
del workflow, se utiliza la entidad “paso”, que contiene un identificador y el
nombre del paso. La entidad “paso parametros” se encarga de especificar los
parametros de cada paso, incluyendo su identificacién, nombre, descripcion y
valor.

Por otro lado, para representar las ejecuciones del workflow, se crea la en-
tidad “ejecucion” con caracteristicas como identificador, fecha, nombre, canti-
dad de proteinas que superaron el umbral de clasificacion después del docking
molecular, y sus nombres. Ademas, la entidad “ejecucion paso estado” hace
referencia a la ejecucion de cada paso en una ejecucion global, incluyendo la
fecha y hora y el estado actual del proceso en el paso, que se especifica mediante
la entidad “estado” cuyos valores pueden ser “PENDIENTE”, “PROCESAN-
DO”, “FINALIZADO” o “ERROR”.

Por 1ltimo, se incluye la entidad “configuracion” con el objetivo de incor-
porar todas las configuraciones globales del sistema, como las rutas del file
system y la cantidad de procesadores que se utilizan para la ejecucién.

5.2. Implementacién

En esta seccion se describe el proceso de implementacion del sistema de
software disenado en el marco de este proyecto. Con el fin de explicar en
detalle el proceso de implementacion del sistema, se describen dos etapas fun-
damentales: Por un lado, el frontend, que corresponde a la interfaz web del
sistema, y por otro lado, el backend, que involucra tanto el servidor como el
workflow.



5.2.1. Interfaz

La aplicacién web realizada se desarrolla utilizando Vue.js (Vue.js, 2014),
sus caracteristicas fueron de gran utilidad para la implementacion de un fron-
tend funcional, responsive y estético, permitiendo interactuar de manera ami-
gable con el usuario y los deméas componentes del sistema.

Ademas, la incorporacién de Vue.js resulta de gran ayuda para el desarrollo
del frontend ya que cuenta con una amplia documentaciéon y una comunidad
activa que proporciona soporte y recursos para los desarrolladores.

La eleccion de colores para el diseno de las pantallas se basa en la paleta
representada en la Figura 5.8. Se busca lograr una armonizacién con los colo-
res presentes en los logotipos institucionales de la Facultad de Ingenieria y la
Facultad de Quimica.

teal-lighten-2 #4DB6AC

blue-darken-2 #1976D2

orange-lighten-4  #FFEOB 2

grey-lighten-4 #F5F5F5

grey-darken-1 #757575

Figura 5.8: Paleta de colores

En relacion al frontend, se presenta en la Figura 5.9 una captura de pantalla
de la pagina principal de la aplicaciéon, en la que se brinda una breve introduc-
cién sobre su objetivo y se ofrece la posibilidad de iniciar el procesamiento de
las proteinas.

Metodologia para comparacion y clasificacion de sitios activos en proteinas

Figura 5.9: Pantalla principal

En cuanto a la segunda pantalla que se muestra luego de dar comienzo al



proceso, en la Figura 5.10 se pueden ver cuatro apartados principales: “Se-
cuencia de referencia” , “Parametros”, “Secuencias de andlisis” y “Ligando”.
En el primer apartado se requiere la carga de la secuencia de referencia ya sea
mediante la subida de un archivo o ingresando texto plano. También se debe
especificar los aminoacidos de interés en las posiciones correspondientes de la
secuencia cargada.

@ secuencia de referencia

Ingresar secuencia de referencia:

® Archivo O Texto plano

[ secuenc..afasta

Especificacion de aminodcidos de interés °

Cantidad de aminodcidos obligatorios:

GUARDAR

Figura 5.10: Pantalla Secuencia de referencia

En la Figura 5.11 se visualiza la solicitud de los pardmetros necesarios para
cada paso del proceso (MUSCLE, Pratt, PROSITE, BLAST, MODELLER y
AutoDock Vina). Algunos de estos pardametros son precargados automética-
mente con valores por omision, permitiendo modificar en caso de ser necesario
segun la realidad que se quiera estudiar.

Q Parametros

Pardmetros de configuracion de cada paso del proceso
RESETEAR

MUSCLE PRATT PROSITE BLAST MODELLER AUTODOCK

Muscle Buscar Q

Parémetro A Descripcion Valor

email Correo electronico

items por pag 10 w 1-10f 1

ANTERIOR GUARDAR

Figura 5.11: Pantalla de Especificacién de parametros

En el apartado “Secuencias de andlisis” y “Ligando”, se cargan las se-
cuencias analizadas por el usuario y el ligando para poder dar comienzo al



procesamiento. Es importante recordar que todos los archivos cargados en la
web y los generados en la ejecucién se almacenan en el file system definido:
.\Servidor_Proyecto\ Archivos_workflow, en el cual la ruta raiz es configurable
en la base de datos. Por otra parte, los pardmetros ingresados en la web tam-
bién se almacenan en la base de datos, para poder recordarlos posteriormente
o reutilizarlos.

Finalmente, se muestra por un lado el estado de ejecucion del workflow en
la Figura 5.12, donde se informa el estado de cada paso al iniciar y finalizar
su procesamiento, estos datos también son almacenados en la base de datos.
Para presentar esta informacion al usuario de forma actualizada y en tiempo
real, el frontend realiza un get del servicio /api/infopasos al servidor cada 5
segundos. Luego de finalizado el proceso, la ejecuciéon realizada puede ser al-
macenada por el usuario en el file system del sistema, indicando el nombre con
el que desea identificarla. Por otro lado, los resultados obtenidos se exponen
en la pantalla “Resultados” como se aprecia en la Figura 5.13. A la izquierda
se presenta la estructura de file system, y luego a la derecha se visualiza el
archivo seleccionado, teniendo la posibilidad de descargarlo si se desea.

Metodologia para comparacién y clasificacion de sitios activos en proteinas

Estado del proceso de ejecucion

iComenzando la ejecucion!

2023-10-21712:35:18.289 : El paso Muscle se encuentra en estado procesando
2023-10-21712:35:34.785 : El paso Muscle se encuentra en estado finalizado
2023-10-21712:35:37.674 : El paso Pratt se encuentra en estado procesando
2023-10-21712:35:56.559 : El paso Pratt se encuentra en estado finalizado
2023-10-21712:36:01.2 : El paso Prosite se encuentra en estado procesando

2023-10-21T12:42:36.813
2023-10-21T12:42:36.813

2023-10-21T12:45:36.813 :
2023-10-21T12:42:36.813 :

2023-10-21T12:46:36.813
2023-10-21T12:42:36.813
2023-10-21T12:56:36.813
2023-10-21T12:42:36.813
2023-10-21T712:58:36.813
2023-10-21T12:42:36.813

2023-10-21T13:32:36.813 :

2023-10-21T12:42:36.813
2023-10-21T13:45:36.813
2023-10-21T12:42:36.813

2023-10-21T13:51:36.813 :

iFin de la ejecucion!

El paso Prosite se encuentra en estado finalizado

El paso Muscle se encuentra en estado procesando
El paso Muscle se encuentra en estado finalizado

El paso Filtrado se encuentra en estado procesando
El paso Filtrado se encuentra en estado finalizado

El paso Blast se encuentra en estado procesando

El paso Blast se encuentra en estado finalizado

El paso PDB se encuentra en estado procesando

El paso PDB se encuentra en estado finalizado

El paso Modeller se encuentra en estado procesando
El paso Modeller se encuentra en estado finalizado
El paso Autodock se encuentra en estado procesando
El paso Autodock se encuentra en estado finalizado

El paso Clasificacion se encuentra en estado procesando

El paso Clasificacion se encuentra en estado finalizado

Figura 5.12: Pantalla de estado de

GUARDAR IJF CUCION

RESULTADOS

ejecucion



En esta seccion se presentan los resultados obtenidos en todo el flujo del workflow. Para visualizar los archivos presione el botén "Ver resultados”

VER RESULTADOS

v @ Archivos_workflow DESCARGAR ARCHIVO

B aminoacidosRef.txt . R .
Nombre del archivo: secuencia_ref_alineada.fasta

B parametrosWorkflow.csv IRed Nj-----mmmmmmmmmmmme MKSNSQNEKNGSETTNAVGN - - - - -
RKSVTVIGL---------------~ GPMGQAMADVFLEYGYSVTVWNRTSSKAD - -
B Posiciones_Amino.txt QLVAKGAIRVSTVNEALAAN- - -ELVILSLTDY
EPV------ SEN-LFGKVLVNL-SSDT === === === === oo mommem oo
B secuenciaReferencia.fasta PEKARKAAKWLE--------- DRGA----------
20 I 1 i S N
B secuenciasfasta 00000 | Tt Ttomoo--os VQVPPSGI----GKSES--
YT = = o o o e YSG-
B secuencia_ref_alineada.fasta DRV---VFEAH--RETLEVL-T-------
SSDYRG

> m Caso de pruba RedAm

> m Casode prueba IRED

> m blast

> m pratt

Figura 5.13: Pantalla de resultados

5.2.2. Servidor y Procesos

El servidor es implementado con Node.js (Node.js, 2009), ya que utiliza un
modelo de E/S sin bloqueo y orientado a eventos, lo que lo hace altamente
eficiente para aplicaciones en tiempo real. Ademas, el lenguaje utilizado es Ja-
vaScript, 1o que facilita la creacién rapida de prototipos y la iteracion agil en
el desarrollo. A su vez cuenta con npm (Node Package Manager), que es un
repositorio de paquetes de cédigo abierto que facilita la instalacion y gestién
de bibliotecas, lo cual proporciona una gran cantidad de bibliotecas listas para
usar. Los scripts creados para el procesamiento de algunos pasos del proceso
fueron desarrollados con python.

Por otra parte, la metodologia en la que esta basado el workflow implemen-
tado se presenta en la Figura 5.14. Alli se encuentran plasmados los pasos que
comprende este proceso, una vez realizada la lectura de archivos y la especifi-
cacion de parametros, comienza su ejecucion. Este inicia cuando se consume el
servicio “api/ejecutar” del servidor, y se procede a ejecutar en segundo plano
un proceso externo invocando a KNIME con sus correspondientes parametros,
entre estos el directorio donde se encuentra almacenado el workflow.
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Figura 5.14: Flujo del proceso

En la Figura 5.15 se muestra una representacion visual del workflow imple-
mentado en la plataforma KNIME, que resalta la modularizacion de acuerdo

a cada paso en la implementacién de este proceso. Los pasos se presentan en
las siguientes subsecciones.

Alineamiento

Muscle 1 Busqueda de

motivos
- »>
/ Pratt Busqueda de
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Figura 5.15: Implementacion general del workflow



Alineamiento

En primer lugar se ejecuta MUSCLE para realizar el alineamiento de las
secuencias. Como parametros de entrada recibe las secuencias ingresadas en
formato multifasta y una direcciéon de correo electrénico.

Bisqueda de motivos

A partir de las secuencias de entrada alineadas, se procede a buscar los
motivos. Se utilizan Modelos Ocultos de Markov para buscar los parametros
ocultos a partir de parametros observables. Para esto se utiliza el algoritmo de
busqueda que ofrece Pratt, que a partir del alineamiento multiple retorna una
lista de motivos conservados en orden, respetando una puntuacién establecida.
La puntuacion se refiere a la asignacion de un valor numérico a los motivos
identificados en el proceso de busqueda de secuencias alineadas, con el fin de
evaluar su importancia y relevancia biolégica. Los motivos con puntuaciones
mas altas se consideran mas significativos y es mas probable que representen
patrones biolégicamente relevantes. Al aplicar puntuaciones a los motivos en-
contrados, se establece una medida cuantitativa que permite discernir entre
aquellos patrones que son mas propensos a tener funciones biolégicas significa-
tivas y los que podrian ser el resultado de coincidencias aleatorias. Los motivos
que obtienen puntuaciones méas altas son considerados como candidatos mas
destacados, ya que se considera que tienen mas probabilidades de representar
regiones conservadas con una funcién biolégica especifica.

Para la implementacién el paso Pratt utiliza un script de Python en el que
se invoca la API REST, ambos recursos ofrecidos por EMBL-EBI (Madeira y
cols., 2019). Se ingresan como parametros las secuencias alineadas en formato
fasta, un correo electronico, y el stype cargado con valor “protein”. La salida
del programa se presenta en formato de texto plano, y contiene los motivos
encontrados.

Biusqueda de sequencias por motivos

El flujo implementado en KNIME prosigue a buscar las secuencias de pro-
teinas que contengan el motivo obtenido con Pratt. Para ello, de la lista resul-
tante se selecciona el primer motivo que alcance el largo minimo introducido
como parametro de entrada, respetando el orden de aparicién en el listado
para obtener asi el motivo con mejor puntuacion. El calculo del largo minimo
se puede ver en Apéndices 3.2. Luego se usa PROSITE con los parametros
definidos en la web para este paso. En el afdn de optimizar los recursos, se
consultan de forma simultanea las bases de datos UniprotKB (SwissProt y
TrEMBL). Una vez obtenidas las secuencias de proteinas con PROSITE, se
eliminan las que son idénticas a las secuencias de entrada, y las duplicadas (en
caso de que existan). El contenido central de este paso de la implementacion
se puede apreciar en la Figura 5.16.
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Figura 5.16: Implementacion para la ejecucion de PROSITE



Alineamiento con secuencia de referencia

El siguiente paso consiste en realizar nuevamente la ejecucion de MUSCLE
para la alineacién de las secuencias obtenidas en PROSITE. Como MUSCLE
admite el procesamiento de una cantidad maxima de quinientas secuencias en
cada ejecucion, se agrupan los registros obtenidos en archivos de cuatrocientos
noventa y nueve registros, y se adiciona la secuencia de referencia.

Con el objetivo de facilitar la ejecucion concurrente se desarrolla el médulo
denominado “llamadaConcurrente” que aprovecha la capacidad de gestionar
multiples hilos a través de la libreria ThreadPoolExecutor de Python. Este
modulo implementa una estrategia que considera un array de procesos, con
lo que se asegura la ejecucion una tunica vez por proceso. Para su invocacién,
en este paso cada proceso se corresponde a un archivo del Prosite. De esta
forma se permite establecer una configuracion dinamica a nivel de base de
datos de la cantidad de nicleos a ser utilizados por el médulo, y asi optimizar
el rendimiento de la ejecucion.

La implementacién realizada en KNIME para este paso, consume el servicio
REST (MUSCLE REST service, s.f.) invocado desde un script de Python
(MUSCLE service Python client, s.f.), recursos ofrecidos por EMBL-EBI, y
obteniendo como salida archivos en formato fasta.

Filtrado

Una vez que se tienen los archivos con las secuencias alineadas agrupadas
de a quinientas, se concatenan y se eliminan las secuencias de referencia que
quedan duplicadas. A partir del archivo resultante se realiza un filtrado por
aminodcidos del sitio activo. Para esto se implementa un cédigo Python donde
se toman los datos del archivo concatenado, la alineacién de sus secuencias
(sin la de referencia), la secuencia de referencia alineada, y las secuencias sin
alinear provenientes de PROSITE.

Se cuenta ademas con los aminoacidos de entrada, sus posiciones en la se-
cuencia de referencia sin alinear, cudles de estos son obligatorios, y un umbral
que indica la cantidad minima de aminoacidos que deben estar presentes en su
posicién correspondiente en las secuencias. Se define como pre-condiciéon que
el umbral no puede ser menor a la cantidad de aminoacidos obligatorios. Con
esta informacion, se calculan las posiciones correspondientes en la secuencia de
referencia alineada, a partir de los aminoacidos de la secuencia de referencia
sin alinear.

El algoritmo realiza una buisqueda de los aminoédcidos que deben encontrar-
se en cada posicién de las secuencias alineadas, teniendo en cuenta el resultado
de la correspondencia entre las secuencias alineadas y sin alinear (salidas de
MUSCLE y de PROSITE respectivamente). Se itera en el total de secuencias,
y a su vez, para cada iteracion se realiza la busqueda de los aminoédcidos. Mien-
tras que no se llegue a la cantidad de obligatorios o no se alcance el umbral,



se continua recorriendo la secuencia.

Bisqueda de secuencias homdlogas

En este paso se utiliza BLAST (Protein Blast) para realizar una bisqueda
preliminar por homologia de un archivo multifasta con las secuencias resultado
del filtrado en las bases de datos disponibles, de forma de poder obtener nuevas
proteinas utilizando algoritmos de bisqueda por similitud.

Luego de ejecutar BLAST, se extrae el nombre de las proteinas, el nombre
de las proteinas adicionado a cada cadena, el valor de e-value y la identidad. El
nombre se utiliza para obtener el archivo pdb de la base de datos Protein Data
Bank y utilizarlo como template en el modelado. Por otra parte, el nombre de
la proteina adicionado con cada cadena se utiliza para contar la cantidad de
cadenas presentes. Esta informacion es utilizada para la seleccién de templates.

El e-value es el resultado de un calculo estadistico basado en la calidad de
la alineacién. A esto se le denomina puntuacion, es la medida de similitud entre
dos secuencias y se calcula a partir de la matriz de alineacién. Por lo tanto,
cuanto menor sea el e-value, mayor sera la adecuacion de la secuencia de con-
sulta y la secuencia recuperada. El valor cero significa que hay una coincidencia
exacta para la secuencia, no existe probabilidad de que la alineacion ocurra
por casualidad. Por ejemplo, un valor de le-3 indica que hay una probabilidad
de 0.001 de que esa alineacién exista en la base de datos por casualidad. Por
ultimo, el valor de la identidad hace referencia a la cantidad de aminoacidos
que coinciden entre dos secuencias.

En la implementacion del workflow se toman las dos secuencias con el e-
value mas proximo a cero, cuyo valor de identidad sea mayor o igual a treinta
(valor definido por el usuario), y ademas, la cantidad de cadenas sea menor o
igual a la cantidad de cadenas ingresada como parametro de entrada. Posterior-
mente se procede a recuperar el archivo pdb correspondiente a cada secuencia
obtenida, para lo cual se consume de un servicio web ofrecido por RCSB (RCSB
web service, s.f.) utilizando como identificador de busqueda el nombre de la
proteina template. Este paso se invoca a través del script “llamadaConcurren-
te”, donde cada proceso se corresponde al archivo de Blast de una proteina de
la que que desea recuperar las dos proteinas homologas, de modo de garantizar
la ejecucién concurrente para la cantidad de nicleos predefinidos.

Modelado tridimensional

El proceso contintia con el modelado de cada secuencia del filtrado para
la que se haya obtenido al menos dos templates (BLAST + RCSB), para este
proposito se utiliza como base MODELLER.

En la Figura 5.17 se presenta la parte central de la implementacion en
KNIME para este paso.
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Figura 5.17: Implementacion para la ejecucién de MODELLER

Tal como se menciona al inicio de la seccion, en la interfaz web se definen
los parametros necesarios para la ejecucién de cada paso del workflow. Para
el caso del modelado se especifica la cantidad de cadenas, pardmetro que sera
utilizado para la creacion del modelo. En este punto se implementa un script
Python principal que contiene los pasos para generar cada modelo en base a
los dos templates obtenidos con BLAST + RCSB. A continuacién se presenta
el pseudocodigo para facilitar una explicacién mas detallada.

ok=control_previo_largo_secuencia()
Si ok:

ejecucion_formatear_pdb()

ejecucion_agregar_cadenas_faltantes()

ejecucion_separacion_por_cadenas ()
ejecucion_salign()

ejecucion_align2d_mult()

ejecucion_depuracion_proteinas()

ejecucion_union_ali()
okModelo=ejecucion_model_mult ()

Si okModelo:
mejorModelo=ejecucion_model_energies()
seleccion_modelo_docking(mejorModelo)

Sino:
descartar_proteina()

En el pseudocédigo se puede apreciar que en primera instancia se realiza un
control en relacion al largo de las secuencias obtenidas en el paso del filtrado
(candidatas para generar el modelo). Este control es establecido por el usuario
para evitar trabajar con templates que no estén bien estructurados. El control
realizado debe cumplir con las siguientes dos condiciones:

» largo(secuencia) + tolerancia > cantResiduos(template)

» largo(secuencia) — tolerancia < cantResiduos(template)



Siendo,

» largo(secuencia): funcién que devuelve la cantidad total de aminodcidos.

= tolerancia: calculada con respecto al parametro de entrada que indica el
porcentaje de tolerancia que se tendra para la diferencia entre el largo
de la secuencia y los residuos del template.

» cantResiduos(template): funcién que devuelve la cantidad de residuos
diferentes que tiene el template sin tener en cuenta los heteroatomos.

Una vez realizado el control se tienen dos resultados posibles, cumple/no
cumple. Para el caso de los templates y secuencias que no cumplen, se descar-
ta la proteina y no se continta con la ejecucién del modelo. Por el contrario,
cuando se cumplen las condiciones, se procede con las lineas detalladas en el
pseudocodigo.

Normalizacién de los templates (archivos pdb), linea
“ejecucion_formatear_pdb()”:
Se realiza una normalizacién de los archivos pdb correspondientes a los tem-
plates. Esto es necesario para poder manipularlos de manera uniforme en los
pasos posteriores.

Control de la cantidad de cadenas, linea
“ejecucion_agregar_cadenas_faltantes()”:
Controla la cantidad de cadenas que tiene cada template. Si un template contie-
ne menos cadenas de las requeridas como parametro de entrada, se procede a
repetir las cadenas que ya estan presentes en el pdb del template hasta alcanzar
la cantidad deseada. En caso contrario, se pasa al siguiente punto de ejecucién.

Separacién por cadenas, linea
“ejecucion_separacion_por_cadenas()”:
Se encarga de dividir el archivo pdb de cada template en multiples archivos pdb,
siendo el nimero de archivos igual a la cantidad de cadenas indicadas como
parametro de entrada. Esta separacion es necesaria para preparar los archivos
que serdn utilizados por el salign (Sali, 1989), siguiente linea del pseudocddigo.

Alineacién con “salign”, linea “cjecucion_salign()”:
Es una ejecucién especifica de MODELLER con ajustes pertinentes para au-
tomatizar su invocacién desde el workflow. En esta etapa, se realiza una ali-
neacién para cada par de cadenas que aparecen en los archivos pdb generados
en el punto anterior correspondientes a cada template, teniendo en cuenta la
cantidad de cadenas indicadas en el parametro de entrada. El resultado de este
paso son archivos con extension ”.ali”.

Segunda alineacién con .2lign2d mult()”, linea
“ejecucion_align2d mult()”:



También corresponde a MODELLER y se encarga de realizar una segunda ali-
neacién, comparando multiples estructuras. El objetivo es refinar la alineacién
realizada anteriormente.

Depuracién de proteinas, linea “ejecucion_depuracion_proteinas()”:
Después de la alineacién, es necesario realizar una depuracion de los archivos
pdb que se normalizaron inicialmente. El propésito es eliminar las aguas y los
heteroatomos que no son NADPH, identificados con nombres como “NAP”,
“NAD”, “NDP”, “TXP”, “FVH” y “HOH”.

Creacion de un archivo de alineacién muiiltiple, linea
“ejecucion_union_ali()”:
Antes de comenzar con el modelado, se genera un archivo adicional que se uti-
lizard como entrada. Esta etapa refiere a la fusion de los archivos ali generados
previamente y los pdb depurados, teniendo en cuenta ciertas caracteristicas de
estos ultimos.

Generacién de modelos, linea “ejecucion_model mult()”:
En esta etapa, se generan cinco modelos a partir de los archivos de entrada
mencionados anteriormente. Se adapta la funciéon proporcionada por MODE-
LLER para su ejecucién automatica y se agrega una condicién para que el
modelo generado tenga en cuenta también los heteroatomos, “env.io.hetatm =
True” en el script.

Evaluacién de modelos, linea “ejecucion_model_energies()”:

Se realiza un control para verificar si se generaron todos los modelos, en caso de
que el resultado haya sido negativo se descartan las proteinas correspondientes
a esos templates, de lo contrario, se procede a realizar una evaluacion de los
cinco modelos, seleccionando como modelo final el que tenga mejor calidad
en su estructura. Se utiliza la métrica DOPE (energia de la estructura) para
determinar la calidad de la estructura. Esta funcion es ofrecida por MODE-
LLER y devuelve como resultado un listado con los nombres de los modelos y
su valor de DOPE. Esta es modificada para obtener sélo el nombre del archivo
del modelo de mejor calidad.

Seleccion del mejor modelo, linea
“seleccion_modelo_docking(mejorModelo)”:
Ultimo paso del modelado, se realiza la seleccion y almacenamiento del mejor
modelo, es decir, se deja en la carpeta correspondiente el mejor pdb obtenido
y se descartan los demés. Este mejor modelo se guarda en la carpeta corres-
pondiente y se utiliza como uno de los archivos de entrada necesario para el
paso de docking molecular.

Con el proposito de paralelizar las tareas de modelado de las proteinas se
utiliza el script “llamadaConcurrente” para la ejecucion del modelado. En este
caso cada proceso se mapea con una proteina a modelar. Es de interés men-
cionar que para la manipulacién en general de los archivos en formato pdb, se



utiliza la libreria Biopython ( Biopython, 1999), la que ofrece una amplia gama
de herramientas y mdédulos para trabajar con estructura de proteinas. Esto
permite acceder a informacién detallada sobre atomos, residuos y cadenas en
las estructuras proteicas, informacién de gran relevancia para el procesamiento
principalmente en la etapa de modelado.

Docking molecular

Cada modelo generado en el paso anterior junto al ligando en formato pdb
ingresado como pardmetro de entrada, se somete al docking molecular. Aplicar
este proceso a un modelo y ligando implica varias fases como ser:

= Preparacién del ligando y el receptor mediante MGLTools donde se pro-
duce la transformaciéon de formato pdb a pdbqt.

= Obtencién de la posicion resultado del paso Filtrado para el cdlculo del
centro del docking molecular.

» Estructuracion de un archivo de configuracién que especifique las coor-
denadas cartesianas del centro, la distancia en dngstroms(A) en cada eje,
las rutas del ligando y del receptor utilizados, y la ruta del archivo de
salida generado por el procesamiento.

= Ejecucién de AutoDock Vina, con lo que se realiza el docking molecular.

Para implementar este paso del workflow en el caso general donde de tener
varios modelos disponibles, se analiza cémo maximizar la utilizaciéon de los
recursos dado que no todas las etapas son paralelizables. Del anélisis se des-
prende que la preparacién del ligando solo es necesaria hacerla una vez durante
todo el proceso, al igual que la obtencién de las posiciones devueltas por el Fil-
trado, ya que vienen todas juntas en la misma respuesta. La preparacion del
receptor, la elaboracion del archivo de configuracién y la ejecucién de Vina son
necesarios para cada modelo, por lo que se opta por ejecucion concurrente de
las primeras dos fases, para lo que se utiliza el médulo “llamadaConcurrente”
presentado anteriormente. Esta vez, cada proceso se corresponde al nombre
de una proteina a la que se le desea aplicar el proceso de docking molecular.
Adicionalmente, para la ejecucion de Vina se utiliza el parametro --cpu esta-
blecido en la configuracion inicial, con lo que se determina cuantos ntcleos
seran dedicados a cada ejecucion.

A partir del andlisis se elaboran dos scripts en Python. Uno para la ob-
tencién de la posicion para el calculo del centro, y otro para la preparacion
del receptor a través de MGLTools, el calculo del centro para el docking y la
generacién de un archivo de texto plano de configuracién. El paso del filtrado
calcula para cada proteina la posicion donde se encuentra el sitio activo en
la secuencia alineada, a partir de la posicién indicada en la secuencia de refe-
rencia. Para calcular el centro del docking se toma el atomo ingresado como
parametro de entrada y se extraen con Biopython las coordenadas desde el ar-
chivo pdb del modelo para ese atomo, dada la posicion indicada por el filtrado.



Ver més detalles en Apéndice 3.

La Figura 5.18 muestra como ambos scripts se integran al workflow im-
plementado en KNIME junto al scripts proporcionado por MGLTools para la
preparaciéon del ligando y al script de Vina.
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Figura 5.18: Implementacién para la ejecucién de AutoDock



Clasificacion

Finalmente, los resultados del docking molecular se clasifican de acuerdo a
la distancia entre el centro de la proteina modelada (ver detalles de obtencion
en Apéndice 3.1) y las coordenadas del a&tomo de nitrégeno N correspondien-
te a las diferentes poses del resultado del docking molecular . Para cada una
se obtienen las coordenadas del atomo N mediante Biopython y se calcula la
distancia euclideana. Si se encuentra alguna pose que cumpla que la distancia
entre el atomo N y el centro de la proteina sea menor a cierto umbral predefi-
nido como parametro de entrada, el resultado clasifica como positivo; En caso
contrario se considera no clasificado.

Para gestionar la ejecucién concurrente de esta parte de la implementacion
se utiliza el script “llamadaConcurrente” donde cada proceso es el nombre de
una proteina, cuyo resultado de docking molecular se desea clasificar. Luego,
a nivel de workflow se crean los archivos cumplen.txt y no_cumplen.txt que
contienen los nombres de las proteinas que cumplen y no cumplen con los
criterios de la clasificacién respectivamente.

5.3. Control y Recuperacion de Errores

Se incorporan controles de errores en cada paso para detener automatica-
mente la ejecucion. Se disena un enfoque proactivo para manejar este tipo de
situaciones generando un archivo con el error correspondiente ante la eventual
ocurrencia de una falla. De esta manera se pretende identificar y comprender
el error de forma oportuna, en lugar de permitir que el workflow continte su
ejecucion y la falla sea detectada en pasos posteriores sin saber como se pro-
dujo. Para implementar los controles de errores se tienen en cuenta factores
como la validacion de los parametros en cada paso, que el script de cada paso
se encuentre disponible para su ejecucion, y conexion lenta o pérdida total de
la conexién a Internet durante la ejecucion del paso del workflow. También se
evalia la correctitud de la respuesta generada por los servicios externos.

Se disena un mecanismo de recuperacion de errores que monitorea el estado
de la respuesta a la invocacién de los servicios de Muscle, Pratt y Blast. Esto
lleva a la adaptacion de los scripts de cada uno de estos pasos, de modo que sean
capaces de reconocer cuando cada servicio devuelve estado “queued” para que
cada uno reintente automéaticamente la consulta al servicio correspondiente en
un ciclo iterativo controlado. Para ello se establece un protocolo de espera de
treinta segundos entre cada intento, y se define un limite de reintento de hasta
tres veces antes de interrumpir el workflow, de esta froma se previenen posibles
bucles infinitos. Este enfoque garantiza que el sistema intente nuevamente la
consulta al servicio en lugar de detenerse por completo ante la deteccion del
estado “queued”.



5.4. Limpieza del Sistema de Archivos

Un aspecto crucial en la implementacion de un workflow es garantizar la
integridad y validez de los resultados, lo que requiere abordar eficazmente la
gestion de archivos generados en cada ejecucion. En el contexto de un workflow
bioinformatico, es comtn que se generen archivos intermedios y resultados par-
ciales en cada ejecucién. A medida que el flujo de trabajo se ejecuta multiples
veces, la acumulacién de estos archivos puede dar lugar a una interferencia
no deseada en las siguientes ejecuciones. Se desarrolla entonces un script en
Python de limpieza de archivos y se integra al inicio del workflow. Este proceso
de limpieza consiste en identificar y eliminar todos los archivos generados en la
ejecucion previa que no sean necesarios para la ejecucion actual. Una estructu-
ra de carpetas organizada y jerarquizada de acuerdo a los diferentes pasos del
workflow, resulta ser altamente efectiva para lograr tener bien identificado el di-
rectorio que almacena todos los archivos relacionados con cada paso especifico.



Capitulo 6

Experimentacion

En este Capitulo se exponen las dificultades encontradas durante la ex-
perimentacion, asi como las estrategias utlizadas para superarlas. También se
analizan las pruebas realizadas y los resultados obtenidos.

6.1. Problemas Detectados y Estrategias de
Abordaje

En ocasiones el servicio de PROSITE responde con timeout, o responde con
no hit tanto para UniProtKB como para TrEMBL y no devuelve secuencias.
Para contemplar este escenario, se decide agregar un nodo de control de erro-
res en el workflow para interrumpir el flujo en ese caso, ya que sin secuencias
es imposible continuar. Aunque si permite seguir si obtuvo secuencias de al
menos una de las bases de datos.

En la etapa de modelado, se detectan proteinas que generan advertencias
de memoria insuficiente. Si estas advertencias son ignoradas, causan error en
archivos internos de la libreria de MODELLER, lo que resulta en un bucle infi-
nito. Como primera medida se intenta aumentar el espacio de memoria virtual,
pero aun asi deja colgado el proceso. Se contacta al MODELLER Caretaker
y se plantea el problema especifico. La respuesta recibida indica que las di-
mensiones del cuadro delimitador del modelo en el espacio cartesiano son muy
grandes. Se intenta atacar el problema intentando liberar el hilo de ejecucion
que diera el error, pero se llega a un callejon sin salida puesto que la biblioteca
que administra los hilos establece que no es posible interrumpir una tarea en
ejecucion, siendo responsabilidad del programador asegurarse de que el pro-
grama que esta siendo llamado termine de ejecutarse correctamente antes de
finalizar el hilo (Brownlee, 2022). Como no es posible predecir de antemano
cuanta memoria es necesaria para modelar cada proteina del conjunto, para
evitar un bucle infinito, se modifica la libreria de MODELLER, de modo que
si no puede modelar una, contintde con la siguiente.

Si bien la utilizacién de la libreria Biopython facilita la extraccion de datos
sobre la estructura de los archivos pdb, la libreria tiene ciertas limitaciones
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como que no diferencia dtomos de heteroatomos al obtener los residuos. Ese
parseo se realiza de forma manual.

En el contexto de este trabajo, la implementacion del workflow bioin-
formatico radica en la integracién y coordinacion de multiples programas y
servicios externos. Durante la integracién de los scripts que invocan servicios
externos se identifica un desafio en el manejo de estados de respuesta. En
la implementacion provista por EMBL-EBI solo se contemplaron los estados
“running” o “pending” para tomar decisiones sobre el flujo de trabajo. Sin
embargo, se descubrio que los estados de respuesta también incluian el estado
“queued”, lo que podria provocar errores en la ejecucion. Para abordar esta
variante, se realizé un ajuste en los scripts de invocacion de servicios exter-
nos (Muscle, Pratt, y Blast), desarrollando un mecanismo de recuperacién de
errores cuya implementacién se detalla en la Seccion 5.3.

Uno de los mayores desafios encontrados durante la implementacién tuvo
que ver con el no determinismo en los resultados de algunos de los programas
involucrados en el workflow, debido a su dependencia de bases de datos externas
y servicios en linea. En el contexto de este trabajo, se refleja de forma en
que ciertos componentes del workflow implementado pueden arrojar resultados
diferentes para las mismas entradas en momentos diferentes. Este fenémeno se
debe a la disponibilidad y la actualizacién en tiempo real de las bases de datos.
Este no determinismo plantea un desafio significativo, ya que puede influir en la
reproducibilidad y la consistencia de los resultados obtenidos. Particularmente
en el paso de obtencién de homdlogos se logran estructuras muy diversas, en
algunos casos con etiquetas no especificadas en el formato pdb. Para evitar
fallas en el modelado, se realiza un pre-pocesamiento de los templates.

Ademas este trabajo atraviesa un extenso proceso de experimentacién en
colaboracién con el usuario, quien realiza sus aportes activamente mientras
continua investigando sobre el complejo proceso de modelado molecular.

6.2. Validaciéon y Casos de Estudio

La etapa de validaciéon tiene como objetivo principal detectar posibles de-
fectos y asegurar que sean corregidos antes de la liberacién de la version final
del sistema. Ademads, se busca verificar que el sistema cumpla con los objeti-
vos y requerimientos iniciales del proyecto, asi como garantizar una integracion
adecuada de los componentes que conforman el sistema. Para ello, se llevan a
cabo pruebas tanto a nivel de frontend como de backend, evaluando la funcio-
nalidad del diseno, la interaccién de los distintos paneles y la integracion con
el backend.

En la etapa de pruebas de backend se realiza una divisiéon en dos partes.
Por un lado, se llevan a cabo pruebas unitarias en relaciéon a los servicios del
servidor implementado, mientras que por otro lado, se realizan pruebas uni-
tarias a nivel de pasos del workflow, lo que permite la deteccion temprana de



errores y facilita su correcciéon. Asimismo, se realizan pruebas de integracion
para analizar los resultados obtenidos de forma global.

En esta etapa resulta fundamental la participacion del usuario, ya que a
partir de sus conocimientos se puede contar con un conjunto de datos de en-
trada para la ejecucion de los pasos.

Adicionalmente, se establecen instancias de validaciones con el usuario con
el fin de evaluar si el sistema desarrollado cumple con los objetivos para su
puesta en produccion. En esencia, el objetivo es asegurar que el sistema cumpla
con los requerimientos establecidos y que todos los componentes requeridos
estén comprendidos en la versién final del producto.

6.2.1. Pruebas unitarias

En la fase de pruebas unitarias, se llevan a cabo evaluaciones detalladas del
servidor y del workflow. En lo que respecta al servidor, se procede a identifi-
car las distintas funciones que desempenan los servicios y se ejecutan pruebas
exhaustivas para evaluar sus resultados. En cuanto al workflow, se realizan
pruebas detalladas en cada uno de los pasos identificados, definiendo con cla-
ridad los resultados esperados en cada caso.

Durante la implementacién del workflow, se analizaron los programas uti-
lizados por el usuario y se realizaron pruebas independientes en cada uno de
ellos con el fin de generar conocimiento sobre sus caracteristicas y ejecucion,
ya que la mayoria de ellos eran utilizados a través de una interfaz gréafica y no
por linea de comandos o servicios que era lo necesario para la implementacion.
En esta etapa se detectaron caracteristicas y configuraciones de cada uno de
los programas en los que se tuvo que hacer especial foco y dedicar esfuerzos
para obtener un correcto funcionamiento al momento de la integracién en el
workflow.

Algunas de las pruebas ejecutadas se detallan a continuacién. Se dividen en
dos etapas con el objetivo de lograr una explicacién méas precisa y completa.

Modelado por homologia

En esta etapa se utilizan los programas MUSCLE, Pratt, PROSITE, BLAST,
la base de proteinas RCSB PDB y MODELLER.

Para los pasos de obtencion de motivos a partir de secuencias y obtencion
de secuencias a partir de motivos se probaron Pratt y PROSITE. Se realizaron
pruebas teniendo un conjunto de secuencias conocidas, a partir de las cuales
se obtuvieron sus motivos (patrones) y luego se realizé la busqueda de secuen-
cias correspondientes a estos motivos. Durante esta prueba se verificé que el
resultado final contuviera las secuencias iniciales.



Se realiz6 la validacién de MUSCLE mediante la ejecucion de los scripts
correspondientes al programa. Posteriormente, se hizo una verificacion manual
observando uno a uno los aminodcidos de las secuencias. Es importante desta-
car que se utilizé un conjunto reducido de secuencias para quitarle complejidad
a la verificaciéon manual.

En el caso de BLAST se probaron los servicios ofrecidos y se analiz6 el
resultado presentado en un archivo XML que contenia cada uno de los hits
encontrados. En el transcurso de esta prueba se validaron los resultados con el
usuario ya que podian ahondar mas en sus caracteristicas.

Por 1ltimo, se realizaron pruebas con MODELLER, en las que se probaron
las diferentes versiones que ofrece este programa como son la versién basica,
iterativa, avanzada, entre otras. Una vez tomada la decision de la version que
seria utilizada en el workflow en base a los resultados obtenidos y el cono-
cimiento aportado por el usuario, se realizaron diversas pruebas para lograr
generar los modelos, alcanzando a conocer cada punto de ejecuciéon del progra-
ma junto a sus respectivos parametros.

Docking molecular

En esta etapa se utiliz6 el programa especializado Vina y AutoDockTools.
Se realizaron pruebas en cuanto a la transformaciéon de archivos de pdb a pdbqt
utilizando MGLtools, ya que este ultimo es el formato recibido por el progra-
ma Vina. Para esto se realizaron pruebas con archivos pdb descargados de la
base de datos RCSB PDB con el fin de tener archivos confiables al momento de
realizar la transformacién. Luego se ejecuté Vina para comprobar si el formato
pdbqgt obtenido era aceptado por el programa.

Una vez finalizadas las pruebas unitarias de estas dos etapas, se posee el co-
nocimiento y la validacion de cada punto necesarios para realizar la integracién
en el workflow, y con esto proceder a realizar las verificaciones posteriores.

6.2.2. Pruebas de integracién

El propésito de las pruebas de integracion consiste en asegurar que las
diferentes partes del sistema funcionen juntas sin problemas y cumplan con los
requisitos funcionales y no funcionales especificados.

Pruebas de integracion del workflow implementado

Como se menciona en la Seccion 5.2 de implementacion, el workflow se
enfoca en la busqueda de proteinas catalizadoras de una reaccién quimica con
un sustrato conocido. Para evaluar la eficacia del worflow implementado, se
han establecido varios parametros de entrada para las pruebas de integracién.
Estos incluyen las siguientes variables:



1. Secuencias de andlisis: se trata de secuencias conocidas por el equipo
técnico que han demostrado su capacidad para reaccionar con el sustra-
to en cuestion. Se utilizan como base para buscar otras proteinas que
presenten motivos conservados en sus secuencias.

2. Secuencia de referencia: se trata de una secuencia conocida por el usua-
rio que se utiliza como modelo para filtrar las proteinas encontradas.
Las proteinas descubiertas deben contener ciertos aminoacidos esencia-
les para la catalisis en el sitio activo para aumentar la probabilidad de
encontrar proteinas con la actividad deseada.

3. Especificacién de aminoacidos de interés para el filtrado: se indica la
posicion y opciones de los aminoacidos que deben aparecer en cada posi-
cién de la secuencia, basandose en la secuencia de referencia mencionada
anteriormente.

4. Cantidad de cadenas de proteinas a modelar: se filtran las proteinas que
contiene menor o igual cantidad de cadenas que las indicadas por el
usuario.

5. Identificacién del centro para el docking molecular: se debe especificar
la posicién y atomo de la secuencia de referencia. Este paso es necesario
para la ejecucion del docking molecular, ya que se debe indicar el centro
del sitio activo donde ocurrira la reacciéon quimica.

6. Distancia en angstroms para la esfera de interés donde se realizara el
docking molecular.

7. PDB del ligando: se indica el ligando (sustrato) utilizado para la reaccién
quimica.

8. Umbral de clasificacion: se especifica el umbral méximo que puede ser
alcanzado por la distancia entre en centro del sitio activo y el atomo
especificado. Con esta informacion se determina si la proteina clasifica o
no.

Ademas, se establecen dos casos de prueba para validar el funcionamiento
del workflow:

1. Caso de prueba IRED: este caso de prueba utiliza sustratos genéricos
conocidos por el usuario y de interés especifico. El objetivo es probar el
modelado y el docking molecular.

2. Caso de prueba RedAm: este caso de prueba utiliza el sustrato necesario
para formar el producto que se utilizara en el CUDIM para la deteccion
de Alzheimer. Después de que se realiza la reaccién quimica, el producto
obtenido se somete a un tratamiento por parte de CUDIM y se utiliza
como radiofarmaco. Previamente a la elaboracion de farmacos, se reali-
zan estudios y pruebas clinicas para conocer qué radiofarmacos se unen
a ciertas enzimas del cuerpo humano para detectar diferentes enferme-

dades.



En conclusion, el workflow implementado para la bisqueda de proteinas
catalizadoras se somete a pruebas de integracién, en las cuales se establecen
distintos parametros de entrada en cada caso de prueba para validar su efica-
cia. Los datos correspondientes a estos casos de prueba se encuentran adjuntos
en la seccion de Apéndices 4.

En el proceso de modelado por homologia, se llevan a cabo multiples itera-
ciones de validacion en colaboracion con el usuario. Esto se debe a que, en las
primeras ejecuciones del flujo completo hasta esta etapa del proceso, se detec-
tan diversas cuestiones y desafios en relacion con el logro del resultado deseado.
Estas problematicas pueden abordar aspectos de precisién, coherencia o ade-
cuacién del modelo generado. Para perfeccionar el modelo, se realizan ajustes
en los parametros utilizados en el modelado por homologia, asi como la inclu-
sion de controles adicionales. La validacion continua y la retroalimentacion del
usuario son esenciales para mejorar la precision del modelo.

Una vez que se ha alcanzado un consenso de los modelos obtenidos, se
procede a avanzar en la ejecucion de pruebas adicionales. Estas pruebas com-
prenden los pasos de docking molecular y clasificacion, que son cruciales para
comprender las interacciones entre moléculas a nivel tridimensional.

En el contexto del docking molecular, el foco principal es en la obtencién
del centro del sitio activo donde ocurrira la reaccién quimica con el sustrato.

En cuanto a la clasificacion, se realizan pruebas que abarcan la variacion
de atomos y distancias de manera arbitraria. Este proceso garantiza que el
sistema sea capaz de identificar y categorizar adecuadamente las interacciones
moleculares.

6.2.3. Analisis de Resultados

En la Tabla 6.1 se presenta a modo de ejemplo el detalle de los resultados
obtenidos en los pasos del workflow, para la ejecucion de los dos casos de prue-
ba. Es importante destacar que en ambos casos se configura una tolerancia del
25 %, largo minimo 10 para la elecciéon del motivo obtenido en Pratt y una
distancia de 10 angstroms para la clasificacion.



Tabla 6.1: Resultados

Pasos IRED RedAm

Pratt T-x(2)-G-L-G-x-M-G-x- | G-x(3)-G-x(5)-D-x(3,5)-
A-x(2,3)-A-x(1,2)-L L-x(2,4)-M-x-G

PROSITE 759 secuencias encontra- | 93 secuencias encontra-
das das

Filtrado 757 secuencias filtradas 92 secuencias filtradas

BLAST+PDB| 205 secuencias con tem- | 92 secuencias con tem-
plates plates

MODELLER | 203 secuencias modela- | 27 secuencias modeladas
das

AutoDock 7 proteinas con docking | 12 proteinas con docking

Clasificacion | 7 proteinas clasificadas 8 proteinas clasificadas

Se puede observar que en el proceso de IRED, el primer paso involucra
la busqueda de secuencias mediante PROSITE, utilizando el motivo obtenido
en la etapa de Pratt, lo que da un total de 759 secuencias encontradas. El
motivo seleccionado es el que Pratt devuelve con mayor fitness, 36.5305 y tie-
ne largo minimo 16. Después de aplicar el proceso de filtrado, la cantidad de
secuencias se reduce a 757 secuencias filtradas. En la etapa de BLAST+PDB,
se identifican 205 secuencias que cumplen las condiciones necesarias. Luego,
en el paso de modelado, se generan 203 secuencias modeladas. A medida que
avanza el proceso, se observa una disminucion gradual en la cantidad de resul-
tados obtenidos. En el paso del AutoDock, se realiza el docking molecular de
7 proteinas ya que en la posicién buscada no se encuentra el atomo ingresado
por parametro de entrada en el sistema. Finalmente, en la fase de clasificacién,
IRED logra clasificar con éxito la totalidad de las proteinas.

Por otro lado, en el caso de RedAm, PROSITE brinda 93 secuencias en-
contradas con el motivo seleccionado en la etapa de Pratt que cumple con
la condicién de largo minimo, el cual ocupa el segundo lugar de la lista con
mayor fitness, con un valor de 23.0203 y largo minimo 20. Después del proce-
so de filtrado, la cantidad se reduce a 92 secuencias filtradas. En la etapa de
BLAST+PDB, se identifican 92 secuencias que cumplen con las condiciones
necesarias. Sin embargo, en la fase de modelado, solo se generan 27 secuencias
modeladas. En el proceso del AutoDock, se realiza el docking molecular de 12
proteinas ya que en la posicién buscada no se encuentra el atomo ingresado
por parametro de entrada en el sistema. A pesar de esta disminucién en la
cantidad de secuencias, RedAm logra clasificar con éxito 8 proteinas en la fase
de clasificacion.

Es muy importante destacar que en ambos casos, el proceso inicia con una
cantidad considerable de secuencias y culmina con una cantidad notablemente
menor. Esto sugiere un proceso de refinamiento y seleccion durante las etapas
intermedias del proceso de andlisis y modelado. Ademads, se puede notar la di-
ferencia entre la cantidad de secuencias con las que parte cada caso, siendo un
numero mayor el del caso IRED. Esto sucede por las caracteristicas del motivo
con el que se generd la busqueda en PROSITE, es decir, que tan especifico es



el motivo, dado que en RedAm posee més nivel de detalle que en IRED.

Adicionalmente, en el transcurso de la implementacién del workflow, se
llevan a cabo diversas pruebas de rendimiento con el propédsito de evaluar el
tiempo de ejecucion de los distintos pasos y optimizarlo en la medida de lo
posible.

En la tabla 6.2 se presentan los tiempos de ejecucién correspondientes a
dos casos distintos. En el primer caso, se ejecuta el workflow para los casos de
IRED y RedAm con la utilizacién de un tnico nicleo, lo que simula un proce-
samiento secuencial. En el segundo caso, se ejecuta el flujo completo, también
para IRED y RedAm, pero con la configuracién de ocho nitcleos, lo que impli-
ca la apertura de ocho hilos en paralelo para el procesamiento. Es importante
senalar que la configuracion de la cantidad de nicleos es un parametro que
puede ajustarse en la base de datos.

El propésito de esta comparacion es evaluar los tiempos de ejecucion y

determinar si la implementacion de la concurrencia ha tenido un impacto sig-
nificativo en el rendimiento del workflow.

Tabla 6.2: Tiempos de ejecucion

Tipo de | Tiempo de ejecucién | Tiempo de ejecucién

ejecucién IRED RedAm

Secuencial 17 horas, 9 minutos y 6 se- | 4 horas, 20 minutos y 21 se-
gundos gundos

Concurrente | 8 horas, 6 minutos y 49 se- | 1 hora, 35 minutos y 40 se-
gundos gundos

Al analizar la tabla, se puede observar que el tiempo de ejecucién en el
modo concurrente representa aproximadamente una tercera parte del tiempo
requerido en el modo secuencial. Este resultado demuestra de manera con-
cluyente que la adopcion de la concurrencia ha mejorado sustancialmente el
rendimiento del proceso, lo que podria tener implicaciones significativas en
cuanto a la eficiencia y la velocidad de ejecucion de las tareas relacionadas con
IRED y RedAm.

Se presenta una grafica, por cada caso de prueba, Gréfica 6.1 y Grafica 6.2,
en las cuales se utilizo una escala logaritmica, lo que permite una visualizacién
méas efectiva de relaciones y patrones que podrian pasar desapercibidos en
una representacion lineal convencional. En lugar de representar los valores de
manera proporcional, la escala logaritmica amplia la percepcion de detalles en
la region de los valores mas pequenos.
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Figura 6.2: Tiempo secuencial vs tiempo concurrente - IRED




Es importante destacar que existe una diferencia significativa entre el tiem-
po de ejecucion del paso del Modeller en su versién secuencial, que para el caso
de prueba RedAm tarda 13.585 segundos, y su versién concurrente, que se re-
duce a 4.082 segundos. Al igual en el caso de IRED, su versién secuencial tarda
51.737 segundos, y su version concurrente se reduce a 22.183 segundos. Sin em-
bargo, en la gréfica con escala logaritmica, esta diferencia no es tan evidente.



Capitulo 7

Conclusiones y Trabajo Futuro

El trabajo realizado requirié la exploraciéon de un dominio complejo antes
de poder abordar el analisis de la solucion, lo que requirié adquirir conocimien-
tos sobre ADN, genes y proteinas, la forma en que los genes codifican proteinas
y sus estructuras, modelado por secuencias y tridimensional por homologia, y
docking molecular de las proteinas. En cuanto al modelado por homologia, se
analizaron los procesos claves necesarios para la busqueda de secuencias candi-
datas. Algunos de estos procesos son el alineamiento de secuencias, busqueda
de motivos a partir de secuencias, bisqueda de secuencias a partir de motivos
y modelado propiamente dicho. En lo que refiere al docking molecular, luego de
su ejecucion, fue necesario realizar una clasificacion evaluando el acoplamiento
del sustrato y la proteina en su sitio activo. Posteriormente, con la seleccién
de las secuencias candidatas obtenidas como resultado, el Centro de Estudios
Interdisciplinarios de Biodiversidad Orientado a aplicaciones en Salud - Udelar
(CEIBOS) puede verificar si las enzimas clasificadas son aptas para utilizarse
en la sintesis del farmaco utilizado por el CUDIM, en la elaboracion del farma-
co para la deteccion del Alzheimer. Se trabaja en el laboratorio para realizar
las pruebas experimentales que confirmen las caracteristicas deseadas en cuan-
to a la velocidad y actividad de la reaccion quimica.

Entonces, una vez superada la curva de aprendizaje del dominio, se disend
e implementd el workflow, obteniendo como resultado final un producto que
cuenta con parametros de entrada que lo hacen flexible, que involucra la ejecu-
cion de scripts, el consumo de servicios y maneja diferentes tipos de formatos
de archivos que son transformados a lo largo de su ejecucion y son transparen-
tes para el usuario. A su vez, guarda los resultados intermedios obtenidos, para
poner a disposicion del usuario en caso de que se desee analizar o consultar
algin punto en particular del proceso.

Contemplando las etapas de soporte, mantenimiento y evolucién del pro-
ducto, se realiz6 una modularizaciéon del flujo para su mejor comprensién,

conservando en cada etapa solo las entradas necesarias.

El tiempo de procesamiento y obtencién de resultados se considero relevan-
te para el equipo de estudiantes, es por esto que durante la etapa de diseno
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y desarrollo se buscé paralelizar la ejecucion siempre que fuera posible, consi-
derando en todo momento que los datos de cada etapa estuvieran disponibles
para poder ejecutar la siguiente, evitando asi la introduccion de errores.

Haciendo foco en los beneficios del workflow, es importante destacar que
logra minimizar los tiempos de dedicacién del usuario, automatizando los pro-
cesos y disminuyendo en gran medida la cantidad de tareas operativas. Es
decir, canalizando su dedicacién a las pruebas experimentales en el laborato-
rio, a partir de los resultados tentativos obtenidos, y asi tener a corto plazo
resultados mas certeros y comprobados.

También reduce en gran medida la curva de aprendizaje e investigacion
del usuario que no conoce las herramientas que deberian utilizarse para la eje-
cucion de cada paso, ya que con el workflow implementado solo es necesario
indicar un conjunto de archivos, y parametros de entrada para que interna-
mente se realice el proceso, y se obtenga el resultado final. A su vez, desde el
punto de vista de infraestructura la instalacion de cada uno de los programas
utilizados se realiza una unica vez en la maquina destinada para esta tarea, se
ofrece una solucién integrada que funciona como servidor para poder conec-
tarse desde cualquier equipo que se encuentre en la misma red. Lo tnico que
debera realizarse, es levantar el servidor para dejar accesible este servicio, con
el backend y frontend desarrollado.

En la comunidad cientifica hay muy poca informacién sobre cuales son las
enzimas que pueden servir para fabricar algin farmaco para la deteccion o el
tratamiento de enfermedades, es decir, no se conoce cuales son las secuencias
que realizan la reaccion quimica deseada. Entonces, el equipo de estudian-
tes entiende que la busqueda de enzimas candidatas realizada en el presente
proyecto, seria un aporte a la industria farmacéutica, ya que realiza una depu-
raciéon de un gran volimen de informacién, con los desafios que esto implica.
Pues en los datos no se especifican de forma exhaustiva las propiedades y carac-
teristicas de cada secuencia, y mucho menos existen modelos tridimensionales
para todas ellas.

En relacion a la fase de clasificacién de los resultados del docking molecu-
lar, en el presente proyecto se llevo a cabo una evaluacion que tuvo en cuenta
la distancia existente entre el sustrato y el sitio activo de la proteina después
de la reacciéon quimica. No obstante, se sugiere considerar la posibilidad de
incluir en futuros trabajos una dimension adicional para la clasificacion, tal
como la energia de union, entre otros aspectos relevantes que puedan com-
plementar la valoracion de los resultados obtenidos. Se podrian hacer ademas
dindmicas moleculares cortas, que logren mejorar la calidad del resultado del
docking molecular y realizar célculos de energia de union mas complejos que
los empleados por AutoDock Vina.

En cuanto a la implementacién del frontend proporcionado, seria posible
considerar la adiciéon de algunas funcionalidades que puedan mejorar la expe-



riencia del usuario. Por ejemplo, se podria incluir una barra de progreso que
muestre el avance del workflow, asi como también un visualizador para poder
presentar el modelo tridimensional de la proteina, antes y después del docking
molecular.

Analizando el trabajo realizado se visualiza que este puede ser separado
en dos partes, por un lado la busqueda de secuencias a partir de motivos,
alineamiento y filtrado, y por otro el modelado por homologia y docking mole-
cular dirigido a las reacciones quimicas con ciertos sustratos. Como la primera
parte lo que se realiza es analisis general, este podria incorporarse en otros
procedimientos de interés que considere el usuario.
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Anexo 1

En este apartado se presentan los anexos que complementan el trabajo
realizado en esta tesis de grado.

Estos anexos amplian la comprensién de los conceptos tratados y propor-
cionan material de referencia para aquellos interesados en profundizar en el
tema, brindando una mayor contextualizacion.

1. Formatos

En esta Seccién se presentan los diferentes formatos tratados en el anélisis
y desarrollo de este trabajo.

1.1. Formato fasta

El formato FASTA surge del paquete de software FASTA (Pearson y Lip-
man, s.f.). Una secuencia en este formato se representa por una serie de lineas
de hasta 120 caracteres. La primera linea comienza con el caracter “>"seguido
del nombre e identificador de la secuencia. En las lineas posteriores se expresa
la secuencia. (Pearson, 2003)

>Sequence name and identifier

AFASYT .... actual sequence.

FSS .... second line of sequence.
> Next sequence name and identifier

1.2. Formato PIR

El formato PIR es el formato utilizado para el modelado comparativo.
Ejemplos de formato PIR:

>P1;5fd1

structureX:5fd1:1 :A:106 :A:ferredoxin:Azotobacter vinelandii: 1.90: 0.19
AFVVTDNCIKCKYTDCVEVCPVDCFYEGPNFLVIHPDECIDCALCEPECPAQAIFSEDEVPEDMQEFIQLNAELA
EVWPNITEKKDPLPDAEDWDGVKGKLQHLER*

>P1;1fdx

sequence:1fdx:1 : :54 : :ferredoxin:Peptococcus aerogenes: 2.00:-1.00
AYVINDSC--IACGACKPECPVNIIQGS--IYAIDADSCIDCGSCASVCPVGAPNPED-------—-—-—-—————-
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En la primera linea de cada secuencia se especifica “>P1;”, luego el codigo
de la proteina. Debe ser tinico para todas las proteinas en el archivo. La se-
gunda linea de cada entrada contiene la informacion necesaria para extraer las
coordenadas atomicas en el PDB correspondiente. Los campos en esta linea
estan separados por “:” y son los siguientes:

Campo 1: Una especificacién de si se dispone o no de estructura 3D y
del tipo de método utilizado para obtener la estructura (structureX, X-ray;
structureN, NMR; structureM, model; sequence, sequence). Sélo ‘structure’
también es un valor valido.

Campo 2: El nombre o cédigo del archivo PDB. Se usa para obtener datos
estructurales. No tiene por qué ser tnico.

Campo 3-6: Los identificadores de residuos y cadenas para el primer (cam-
pos 3-4) y el dltimo residuo (campos 5-6) de la secuencia en las lineas poste-
riores.

Campo7: Nombre de la proteina. Opcional.

Campo8: Fuente de la proteina. Opcional.

Campo9: Resolucion del andlisis cristalografico. Opcional.

Campol0: Factor R del andlisis cristalografico. Opcional.

Cuando se utiliza un archivo de alineacién junto con informacién estruc-
tural, se deben completar los dos primeros campos; el resto puede estar vacio.
Si la alineacion no se utiliza junto con datos estructurales, todos los campos
excepto el primero pueden estar vacios. Esto significa que en el modelado com-
parativo, las estructuras de templates deben tener al menos los dos primeros
campos especificados, mientras que la secuencia objetivo solo debe tener el
primer campo completo.

Cada secuencia debe terminar con el caracter ‘*’.

Cuando el primer cardcter de la linea de secuencia es el caracter final, ‘*’,
la secuencia se obtiene del archivo de coordenadas PDB especificado.

El archivo de alineacion puede contener cualquier niimero de lineas en blan-
co entre las entradas de proteinas. También puede contener lineas de comen-
tarios por fuera de las entradas de proteinas, debiendo comenzar con los iden-
tificadores ‘C;” o ‘R;’ como los dos primeros caracteres de la linea.

También se utiliza un archivo de alineacién para ingresar secuencias no
alineadas.

1.3. Formato pdb

El formato pdb describe las estructuras de proteinas y acidos nucleicos,
sus coordenadas atémicas, las asignaciones de estructuras secundarias y la co-
nectividad atémica. A continuacién se realiza una breve descripcién de sus
componentes claves.

HEADER, TITLE, AUTHOR proporcionan informacion general del archi-
vo; como por ejemplo su fecha de creacién, autor, y una breve descripcion de



su estructura.

REMARK puede contener anotaciones de forma libre, pero también aco-
moda informaciéon estandarizada.

ATOM y HETATM contienen informacién sobre la ubicacion tridimensio-
nal de los atomos y heteroatomos en la estructura de la biomolécula. Cada
linea contiene detalles sobre un dtomo, incluyendo su nombre, ntimero de se-
rie, coordenadas X, y, z, y otros atributos como el tipo de elemento y el nombre
del residuo al que pertenece.

CONECT describe las conexiones covalentes entre atomos en la estructura,
como enlaces sencillos, dobles y triples.

El formato PDB permite compartir, analizar y visualizar estructuras de
macromoléculas,lo que lo convierte en un estandar importante en la bioin-
formatica y la investigacion estructural.

1.4. Formato xml

Es un lenguaje de marcado que se utiliza para estructurar y almacenar
datos. Se basa en etiquetas que definen la jerarquia de los datos. Es legible
tanto por humanos como por maquinas, y es ampliamente utilizado para in-
tercambiar informacion entre sistemas, aplicaciones y servicios web. XML es
extensible, lo que permite definir etiquetas y estructura de datos especificas, y
es compatible con una variedad de plataformas y lenguajes de programacién.
También admite la validacion de datos mediante esquemas.

2. Algoritmos

En esta Seccidon se presentan algunos de los algoritmos empleados en el
desarrollo de este proyecto de grado.

2.1. Algoritmo CLUSTALW

Alinea cada par de secuencias de entrada y a partir del alineamiento calcula
la identidad por pares. Transforma las identidades en una medida de distancia,
generando una matriz de distancias. Por tltimo construye un arbol mediante
el método de agrupacion-unién de vecinos.

El siguiente paso es utilizar el arbol para construir una alineaciéon pro-
gresiva. En cada nodo del arbol binario se construye una alineacién por pares,
partiendo desde las hojas hacia la raiz. La primera alineacion se realiza a partir
de dos secuencias, y las siguientes alineaciones son de uno de los tipos:

secuencia-secuencia, perfil-secuencia o perfil-perfil, donde ”perfil” significa
la alineacion multiple de las secuencias en un determinado nodo interno del
arbol.



2.2. Algoritmo MUSCLE

Calcula las distancias a partir de subsecuencias denominadas kmers, k-
tuplas o palabras que dos secuencias tienen en comun, sin construir un ali-
neamiento. Transforma las identidades en una medida de distancia, generando
una matriz de distancias. Finalmente construye un arbol del que obtiene un
alineamiento multiple que puede mejorar su calidad si se calcula las identida-
des por pares de cada par de secuencias. Esto proporciona una nueva matriz
de distancia, a partir de la cual se estima un nuevo arbol. Tras comparar el
primer arbol obtenido con el 1ltimo, se re-alinean los subgrupos donde sea
necesario para producir una alineacion multiple progresiva a partir del nuevo
arbol. Si los dos arboles son idénticos no hay nada para hacer, pero en caso
de que no haya subérboles que coincidan, debe repetirse todo el procedimiento
de alineacién progresiva. En general, el arbol es estable cerca de las hojas, con
necesidad de algunos realineamientos cerca de la raiz.

El procedimiento de calcular identidades por pares, estimar un nuevo arbol,
comparar arboles, y realinear se denomina refinamiento del arbolz debe repe-
tirse hasta que el arbol se estabilice o hasta alcanzar un nimero maximo de
iteraciones.

Una vez el arbol sea estable, el algoritmo pasa a un nuevo procedimiento
disenado para mejorar la alineaciéon multiple. El conjunto de secuencias se
divide en dos subconjuntos y se construye un perfil para cada uno de los dos
subconjuntos en funcion de la alineacion multiple actual. Luego, estos dos
perfiles se vuelven a alinear entre si usando el mismo algoritmo de alineacién
por pares que se usa en la etapa progresiva. Si esto mejora una “puntuacién
objetiva” que mide la calidad de la alineacion, entonces se mantiene la nueva
alineacion multiple, de lo contrario, se descarta. De forma predeterminada, la
puntuacion objetiva es la puntuacién clasica de suma de pares que toma el
promedio (ponderado en secuencia) de la puntuacién de alineacién por pares
de cada par de secuencias en la alineacion (Edgar, 2004b), (Edgar, 2004a).

3. Implementacién

Esta seccién proporciona mas detalle al lector sobre aspectos de la imple-
mentacion.

3.1. Obtencién del centro para el docking molecular

Para obtener el centro para el docking molecular se realiza una bisqueda de
las coordenadas cartesianas del atomo ingresado como parametro de entrada,
sujeto a la posicién devuelta por el paso del filtrado para la posicién especifi-
cada en la secuencia de referencia, dentro del archivo pdb del modelado al que
se le va a efectuar el procesamiento. A modo de ejemplo, en el caso de que el
filtrado devuelva la posicion 311, para el siguiente fragmento del modelo:



ATOM 2266 0 PHE A 310 51.346 66.048 57.493 1.00999.99 0
ATOM 2257 N  ASP A 311 53.415 66.156 56.664 1.00900.49 N
ATOM 2258 CA ASP A 311 53.417 65.332 55.556 1.00900.49 C
ATOM 2259 CB ASP A 311 54.838 65.264 54.763 1.00900.49 C
ATOM 2260 CG ASP A 311 56.323 65.368 55.020 1.00900.49 C
ATOM 2261 0D1 ASP A 311 56.697 66.508 55.343 1.00900.49 0
ATOM 2262 0D2 ASP A 311 57.110 64.399 54.883 1.00900.49 0
ATOM 2263 C  ASP A 311 52.453 64.141 55.809 1.00900.49 C
ATOM 2264 0 ASP A 311 52.214 63.879 56.849 1.00900.49 0
ATOM 2265 N  ASP A 312 51.9556 63.276 54.939 1.00738.94 N

Y atomo OD1, se obtienen las coordenadas x=56.697, y=66.508, z=55.343.

3.2.

Calculo de largo del motivo

El motivo encontrado por el Pratt esta compuesto por una secuencia de

caracteres alfanuméricos y otros caracteres especiales, que se representa con
una expresion regular.

se proporcionan algunas pautas generales para calcular el largo minimo de

la expresiéon regular:

» Caracteres Literales: Los caracteres literales en una expresion regular

(por ejemplo, ‘abc’) contribuyen al largo minimo. En este caso, el largo
minimo serfa la longitud de la cadena literal, que es 3 en el ejemplo.

Cuantificadores: Los cuantificadores en una expresion regular indican la
cantidad de repeticiones necesarias para que la expresion sea valida. Los
cuantificadores comunes incluyen * (cero o més repeticiones), + (una o
maés repeticiones) y ? (cero o una repeticién). El largo minimo depende
del cuantificador y del contenido que cuantifica. Por ejemplo, en la ex-
presion regular ‘a+b+’; el largo minimo seria 2, ya que ambos caracteres
‘a’ y ‘b’ deben estar presentes al menos una vez.

Grupos y Opciones: Los grupos ‘()" y las opciones — permiten definir
estructuras alternativas en una expresion regular. El largo minimo de un
grupo u opcién depende de las partes dentro de ellos. Por ejemplo, en
la expresion regular ‘(ab—cd)’, el largo minimo seria 2, ya que se debe
coincidir con al menos una de las opciones ‘ab’ o ‘cd’.

Clases de Caracteres: Las clases de caracteres como ‘[ |” especifican un
conjunto de caracteres posibles que pueden coincidir. El largo minimo
depende del nimero minimo de caracteres especificados en la clase. Por
ejemplo, en la expresién regular ‘[a-zA-Z)’; el largo minimo serfa 1, ya
que al menos un caracter alfabético debe coincidir.

A modo de ejemplo, el largo minimo para el siguiente motivo es: C-x(2,4)-

[DE] es 1+4+41=6.

4.

Casos de prueba

En esta Seccién se presentan casos de prueba complementarios.



4.1.

Caso de prueba: Actividad IRED

Nombres de las secuencias de anélisis: IRED C, IRED D, IRED K, IRED
M, IRED A, IRED B, IRED N, gi—460838084—dbj—BAM99302.1—
(R)imine reductase [Streptomyces sp. GF3587|, gi—460838082—dbj—
BAM99301.1— (S)imine reductase [Streptomyces sp. GF3546|, Transla-
tion\of\S\83\IRAriel y Translation\of\Imino\reductasa\R\04420.

Secuencia de referencia: IRed N

Aminodcidos de interés:

Residuo en posicion respec- | 187 140 194
to a secuencia de referencia

Aminoacidos para filtrar Y,D,E P, V. T, T,W, F Q FM,L.I

4.2.

Cadenas a modelar: A y B
Docking centro:

e Posicion: posicion 194 de la secuencia de referencia alineada
e Atomo: OD1
e Radio de la esfera: 10A o 12A

Ligando: Proporcionado por el usuario

Caso de prueba: Actividad RedAm

Nombres de las secuencias de analisis: IR047, IR048, IR050, IR044, IR077,
IR061, TR056, TR066, TR091, IR058, IR0O70 y IROS81.

Secuencia de referencia: 5G6R_1—Chains A, B—IMINE REDUCTA-
SE—ASPERGILLUS ORYZAE (5062)

Aminodcidos de interés:



Residuo en posicién respec- | 93 169 177
to a secuencia de referencia
Aminoéacidos para filtrar SSToN|DoY W, LYo A

= Cadenas a modelar: A y B
= Docking centro:

e Posicion: posicion 173 de la secuencia de referencia alineada
e Atomo: OD1
e Radio de la esfera: 10A o 12A:

= Ligando: Proporcionado por el usuario

5. Repositorio

En el siguiente link se encuentra el repositorio con el cédigo fuente del pro-
yecto de grado realizado: https://gitlab.fing.edu.uy/ana.rodriguez/bioprot.git
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Interfaz de Usuario

Pantalla Principal

La interfaz de usuario de Bioprot es intuitiva y facil de usar. Esta seccion
del manual guia a través de los elementos clave de la interfaz y explica cémo
navegar por ella.

En la Figura 1 se presenta la pantalla principal de la aplicacién.
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Figura 1: Pantalla principal

Ingreso de la Secuencia de Referencia

Al acceder a la aplicacion a través del botén “Comenzar”, se presenta una
pantalla como la que se muestra en la Figura 2. En esta etapa, se solicita la
secuencia de referencia.
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@ secuencia de referencia @ rarimetros @ sccuencias de andlisis © Ligando

Ingresar secuencia de referencia:

@ Archivo O Texto plano

U

Figura 2: Ingreso secuencia de referencia

Se brindan dos alternativas para llevar a cabo este proceso.
Opcién de Archivo:

= Esta opcién permite la carga de un archivo que contiene las secuencias de
referencia en formato fasta.

= El botén con forma de “clip” debe ser seleccionado para ubicar y cargar
el archivo deseado desde el dispositivo.

= Se debe garantizar que el archivo esté en formato fasta antes de proceder
con la carga.

= Una vez que el archivo haya sido seleccionado, la acciéon debe ser confir-
mada y la aplicacién procesard las secuencias contenidas en el mismo.

Opcién de Texto Plano:

= Si se prefiere ingresar manualmente la secuencia de referencia en formato
fasta, se debe seleccionar esta opcion.

= En el campo de texto proporcionado, la secuencia de referencia deseada
debe ser escrita o pegada desde el portapapeles.

= La secuencia ingresada debe cumplir con el formato fasta.

= Después de introducir la secuencia, se requiere confirmar la accién, y la
aplicacién procesard la informacién proporcionada.

Es importante recordar que el cumplimiento del formato fasta es esencial
para que la aplicacién pueda interpretar y emplear la secuencia de referencia de
manera efectiva.



Especificacion de Aminoacidos

Habilitacion de la Opcién de Especificacién de Aminoacidos de Interés des-
pués de Ingresar la Secuencia de Referencia.

Tras la introduccion de la secuencia de referencia, la opcién de “Especifica-
cién de aminoacidos de interés” sera habilitada, como se muestra en la Figura 3.
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@ secuencia de referencia @ rarimetros @ secuencias de andlisi © Ligendc

Ingresar secuencia de referencia

@ Archivo Q) Texto plano
[ secuenc.afasta

Especificacion de aminoacidos de interés °

GUARDAR

Figura 3: Especificaciéon de Aminoécidos de interés

Al presionar el botén “+7” . se permite la seleccién de la posiciéon deseada
)
dentro de la secuencia. En esta seccion, se encuentran las siguientes opciones:
)

= Posicion: La posicion en la que se desean especificar los aminoacidos de
interés puede ser seleccionada a través de un combobox que muestra las
posiciones disponibles dentro de la secuencia.

= Seleccionar Aminodacidos: Los aminoédcidos que deben estar en la posicién
seleccionada pueden ser elegidos en un combobox que ofrece una variedad
de opciones de aminoacidos de interés.

= Obligatorio: Se especifica la decisién de si es necesario que los aminoécidos
seleccionados estén presentes en la posicién. Las opciones disponibles son
“Si” o “No”, en funcién de los requisitos especificos.

Cada vez que se presiona el botén “+7, se afade una nueva linea en la
seccién, lo que posibilita la especificacion de multiples posiciones y sus respecti-
vos aminoacidos de interés. Esta funcionalidad proporciona flexibilidad para la
definicién precisa de criterios relacionados con la secuencia de referencia y los
aminoacidos de interés, también presionando el icono rojo al comienzo de cada
linea, se brinda la posibilidad de eliminar las lineas si asi se desea.

Asimismo, se brinda la posibilidad de elegir la cantidad de aminoédcidos obliga-
torios en funcién de los valores “Si” seleccionados en cada seccién de “Obliga-
torio.” Esta cantidad solo puede ser menor o igual a la cantidad de valores “Si”



seleccionados.

En caso de dejar incompletas algunas de las especificaciones de aminodacidos,
al presionar el botén “Guardar” la aplicacion despliega una alerta que indica
cudles son los campos que faltan completar, sin permitir avanzar a la siguiente
pantalla, como puede observarse en la Figura 4.

Falta completar los aminoacidos para alguno de
los items definidos

Figura 4: Alerta de datos incompletos

Ademas, la opcién de “Guardar” estard deshabilitada hasta que la secuencia
de referencia sea ingresada. Una vez ingresada toda la informaciéon menciona-
da, al hacer clic en el botén “Guardar”, se procede a la siguiente pantalla que
se refiere a los “Pardametros de Configuracién de cada paso del proceso.” Si-
multdneamente, se muestra un mensaje emergente (pop-up), como se ve en la
Figura 5, que indica que los datos se han cargado correctamente.

Los datos se cargaron correctamente

CERRAR

Figura 5: Datos ingresados correctamente



Ingreso de Parametros

En la pantalla de Pardmetros, presentada en la Figura 6, se ingresan los
parametros necesarios para la ejecucion de cada paso del flujo. Muchos pardme-
tros estan predefinidos y pueden sobreescribirse si asi se desea.
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'Y @ Parimerros ) o

Parimetros de configuracion de cada paso del proceso
RESETEAR

Muscle Q

Figura 6: Ingreso de parametros de configuracion

En primer lugar, en la pestana correspondiente al paso MUSCLE, se encuen-
tra un unico parametro que debe ser configurado, que es el “Correo electrénico”,
como se puede ver en la Tabla 1. El valor del correo electrénico debe ser ingre-
sado en el campo designado bajo la etiqueta “Valor”.

Tabla 1: Muscle

Parametro Descripcién Valor

email Correo electrénico correo@dominio.com

En cada pestana que corresponde a un paso del proceso, se dispone de una
barra de busqueda que permite la biisqueda y el hallazgo de un pardmetro es-
pecifico. El nombre del pardmetro o su descripcién pueden ser ingresados en
esta barra de bisqueda, y los pardametros que coincidan con la entrada seran
resaltados por la aplicacién, lo que facilitarda la configuracion eficiente de los
parametros requeridos en cada paso del proceso.

También se cuenta con un botén denominado “Resetear” que permite que
todos los pardametros sean restablecidos a sus valores por defecto, tal como esta-
ban inicialmente. Al hacer clic en este botén, cualquier configuracién o cambios
que hayan sido realizados en los parametros seran revertidos, restaurando asi
los valores originales de manera inmediata. Esta funcién es 1til en caso de que
se desee regresar a la configuracion inicial o eliminar cualquier configuraciéon
personalizada.

En caso de que un pardmetro no sea ingresado, no se permite continuar
avanzando en el proceso y se genera un mensaje de error, como se muestra en



la Figura 7. Es necesario asegurarse de que todos los parametros sean propor-
cionados con la informacién necesaria antes de avanzar a la siguiente etapa.

Debe ingresar un valor para el pardmetro email en
el paso Muscle

Figura 7: Falta ingresar un parametro

En segundo lugar, en la pestana correspondiente al paso PRATT, se encuen-
tran parametros predefinidos, como se puede ver en la Tabla 2. El valor de los
parametros puede cambiarse en caso de ser necesario en la ejecucién que se esté
realizando.



Tabla 2: Pratt

Parametro Descripcion Valor
minPerc Porcentaje minimo de coincidencia entre | 100
las secuencias y el patrén
patternPosition Posicién del patrén en la secuencia (off / | off
complete / start)
maxPatternLength Largo méximo de un patréon 50
maxNumPatternSymbols | Numero maximo de simbolos en el patréon | 50
maxNumWildcard Largo maximo de wildcards (x) 5
maxNumFlexSpaces Largo maximo de espacios flexibles 2
maxFlexibility Flexibilidad méaxima de un wildcard 2
maxFlexProduct Limite superior en el producto de flexibili- | 10
dades
patternSymbolFile Archivo de simbolos del patron off
numPatternSymbols Numero de simbolos de patrones utilizados | 20
en la biisqueda inicial
patternScoring Pattern scoring (info, mdl, tree, dist, ppvl) | info
patternGraph Permite el uso de una alineacién o una | seq
secuencia de consulta para restringir la
busqueda de patrones
searchGreediness “Greediness” de la busqueda (min 0) 3
patternRefinement Cuando este pardametro esta en on, los pa- | on
trones encontrados durante la busqueda
inicial de patrones se ingresan a un algorit-
mo de refinamiento donde se pueden agre-
gar simbolos de patrones mds ambiguos
genAmbigSymbols Si el parametro estd en on, se utilizan los | on
sfmbolos ambiguos enumerados en el archi-
vo de simbolos. Si esta en off, solo las letras
necesarias para coincidir con las secuencias
de entrada se incluyen en las posiciones de
patrén ambiguas
patternFormat Si el parametro estd en on, los patrones | on
saldran en estilo PROSITE. Cuando esta
en off, los patrones salen en un estilo de
patrén de consenso mas simple donde x
coincide exactamente con un simbolo de
secuencia arbitraria y - coincide con cero
o un simbolo de secuencia arbitraria
maxNumPatterns Numero méximo de patrones (entre 1 y | 50
100)
maxNumAlignments Numero maximo de alineaciones (entre 1y | 50

100)




Tabla 2: Pratt (continuacién)

Parametro Descripcion Valor
printPatterns Si la opcién estd en on, Pratt imprimird | on
la ubicacion de los segmentos de secuencia
que coincidan con cada uno de los mejores
patrones (maximo 52)
printingRatio Establece el valor utilizado para imprimir | 10

la informacién de resumen sobre dénde se
encuentran las coincidencias de patrones
en cada secuencia

En tercer lugar, en la pestana correspondiente al paso Prosite, se encuen-
tran parametros predefinidos, como se puede ver en la Tabla 3. El valor de los
parametros puede cambiarse en caso de ser necesario en la ejecucién que se esté

realizando.
Tabla 3: Prosite

Parametro Descripcién Valor

greed Define el modo de coincidencia de patrones. Extiende | 1
a lo sumo elementos de patrén de longitud variable

include Define el modo de coincidencia de patrones. Permite | 0
coincidencias incluidas entre si (implica superposi-
cién)

lowscore Escaneo de alta sensibilidad (muestra coincidencias | off
débiles)

minhits Ntimero minimo de hits por secuencia coincidente 1

noprofile Excluye perfiles. Escanea solo contra patrones off

overlap Define el modo de coincidencia de patrones. Permite | 1
coincidencias parcialmente superpuestas

skip Excluye motivos con alta probabilidad de ocurrencia | on

En cuarto lugar, en la pestana correspondiente al paso BLAST, se encuen-
tran parametros predefinidos, como se puede ver en la Tabla 4. El valor de los
pardmetros puede cambiarse en caso de ser necesario en la ejecucién que se esté

realizando.




Tabla 4: Blast

Parametro Descripcion Valor
align Formateo para las alineaciones 0
alignments Numero maximo de alineaciones coincidentes | 50
informadas en la salida
compstats Usar estadisticas basadas en composicion F
dropoff Valor que indica cuanto puede caer la puntua- | 0
cién
exp Limita el nimero de puntuaciones y alineacio- | 10
nes informadas segun el e-value
filter Filtrar regiones de baja complejidad de se- | F
cuencia
gapalign Realizar alineacién utilizando gaps TRUE
gapext Penalizacién sobre el puntaje por prolongar un | -1
gap en la secuencia
gapopen Penalizacién sobre el puntaje por crearse un | -1
gap en la secuencia
matrix Matriz de puntuacién BLOSUMG62
scores Numero maximo de resimenes de puntuacién | 50
coincidentes informados en la salida
task Indica tipo de btsqueda blastp
transltable Consultar codigo genético para usar en la tra- | 1
duccién

Para el caso del parametro “align”, en la Tabla 5 se especifican los posibles
valores numéricos con su correspondiente significado.

Tabla 5: Valores del pardmetro align en Blast

Valor | Nombre Descripcion

0 pairwise La query y match se generan como una alineacién por
pares con una linea de consenso entre las dos secuencias.
En el consenso, los estados de coincidencia se represen-
tan como: coincidencia idéntica a la base/residuo, simi-
litud como ‘+’, y falta de coincidencia como un espacio.

1 Query- Las coincidencias encontradas se muestran en relacion
anchored con la secuencia de consulta sin espacios como diferen-
identities cias con la consulta. Las identidades aparecen como pun-

tos (.), las similitudes en maytsculas, las coincidencias
en minusculas, y los espacios en blanco como guiones
(-). Las inserciones se indican con una linea que apunta
al sitio de insercién con la secuencia insertada en otra
linea.




Tabla 5: Valores del pardmetro align en Blast (continuacion)

Valor | Nombre Descripcion

2 Query- Las coincidencias encontradas se muestran en relacion
anchored con la secuencia de consulta sin espacios como dife-
non- rencias con la consulta. Las identidades y similitudes
identities aparecen en mayusculas, las faltas de coincidencia en

minusculas, y los espacios en blanco como guiones (-
). Las inserciones se indican con una linea que apunta
al sitio de insercién con la secuencia insertada en otra
linea.

3 Flat query- | Las coincidencias encontradas se muestran en relacién
anchored con la secuencia de consulta con espacios como diferen-
identities cias con la consulta. Las identidades aparecen como pun-

tos (.), las similitudes en mayusculas, las coincidencias
en minusculas, y los espacios en blanco como guiones
().

4 Flat query- | Las coincidencias encontradas se muestran en relacion
anchored con la secuencia de consulta con espacios como dife-
non- rencias con la consulta. Las identidades y similitudes
identities aparecen en mayusculas, las faltas de coincidencia en

mintsculas, y los espacios en blanco como guiones (-).

5 BLASTXML | Salida NCBI BLAST XML en lugar de un informe de

texto sin formato.

6 tabular Salida resumida en formato tabular.

7 tabular with | Salida resumida en formato tabular.
comment li-
nes

8 Text ASN.1 Salida en formato ASN.1.

9 Binary Salida en formato ASN.1.

ASN.1

10 Comma- Salida de resumen como valores separados por comas.
separated
values

11 BLAST ar- | Salida en formato de archivo BLAST (ASN.1).
chive format
(ASN.1)

En quinto lugar, en la pestana correspondiente al paso Modeller, se encuen-
tran dos parametros predefinidos, como se muestra en la Tabla 6. El valor de
los pardmetros puede cambiarse en caso de ser necesario para la ejecucién que
se estd realizando.




Tabla 6: Modeller

Parametro Descripcion Valor
cadenas Cantidad de cadenas a modelar 2
tolerancia Porcentaje de tolerancia entre el largo del template | 25

y la secuencia a modelar

En sexto lugar, en la pestana correspondiente al paso de Autodock, se en-
cuentran cuatro parametros predefinidos y dos parametros que deben ser in-
gresados, tal como se muestra en la Tabla 7. Los valores de los pardmetros
predefinidos pueden ser modificados si es necesario para la ejecucion que se va a
llevar a cabo. Es importante destacar que los pardmetros no predefinidos, como
“atomo” y “posicion”, deben ser ingresados de manera obligatoria.

Tabla 7: Autodock

Parametro Descripcion Valor

atomo Centro del docking: atomo OD1

distancia Distancia en Angstroms para la esfera 10

energy_range Diferencia de energia maxima entre el mejor y el peor | 3
modo de unién mostrado (kcal/mol)

exhaustiveness Exhaustividad de la bisqueda global (aproximada- | 8
mente proporcional al tiempo)

num_modes Nimero méximo de modos de unién para generar 9

posicion Centro del docking: posicion 194

Por tltimo, en la pestana correspondiente al paso de la clasificaciéon se en-
cuentra el parametro predefinido maxDistancia como muestra la Tabla 8, que
puede ser modificado de ser necesario al momento de la ejecucién.

Tabla 8: Clasificacién

Parametro

Descripcion

Valor

maxDistancia

Distancia en Angstroms para la clasificacién

Ingreso de la Secuencia de Analisis

Al ingresar todos los parametros mencionados y posteriormente presionar el
botén “Guardar” se efectia la transicién a la pantalla “Secuencia de andlisis”
como se presenta en la Figura 8.
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@ secuencia de referencia @ rarémetros @ Ssecuencias de andlisis © Lizendo

Ingresar secuencias de andlisis:
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Figura 8: Secuencia de Anélisis

De manera similar a lo mencionado en la pantalla Secuencia de Referencia,
la secuencia de andlisis puede ser ingresada utilizando las opciones “Archivo”
o “Texto plano” en formato fasta. Es importante destacar que el ingreso de la
secuencia de andlisis es un requisito obligatorio.

En caso de no ingresar y presionar el botén “Guardar” se muestra un mensaje
emergente (pop-up), como se muestra en la Figura 9, indicando el error.

Se deben ingresar la/s secuencia/s de andlisis

Figura 9: Alerta de secuencia de andlisis no ingresada

Ingreso del Ligando

Una vez que la secuencia de andlisis ha sido ingresada y el botén “Guardar”
ha sido presionado, se procede a la pantalla “Ligando”.

Aqui se puede ingresar el ligando con las opciones “Archivo” o “Texto plano”
en formato pdb. Es obligatorio ingresar el ligando, pues si no es ingresado, al
presionar el botén “Procesar” se muestra un mensaje emergente con el error.

En todos los pasos, “Secuencia de referencia”, “Pardmetros”, “Secuencias de
andlisis” y “Ligando” es posible ir avanzando y retrocediendo para modificar lo
ingresado en pantallas anteriores.



Una vez completados todos los pasos, se presiona el botén “Procesar” que
se puede ver en la Figura 10.
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Figura 10: Pantalla ligando

Al seleccionar la opcién de procesar, se despliega un pop-up, como se mues-
tra en la Figura 11, donde se debe hacer clic en “ACEPTAR” para iniciar el
procesamiento o en “CERRAR” en caso de que no se desee ejecutar aun.

Los datos se cargaron correctamente.
;Desea comenzar la ejecucion del workflow?

ACEPTAR CERRAR

Figura 11: Confirmar ejecucién del workflow

Estado de Ejecucion

En caso de comenzar la ejecucién del workflow, se visualiza el progreso tal
como se aprecia en la Figura 12.
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fstado del proceso de ejecucion

iComenzando la ejecucion!

2023-10-21712:35:18.289
2023-10-21712:35:34.785 :
2023-10-21712:35:37.674 :
2023-10-21712:35:56.559

El paso Muscle se encuentra en estado procesando
El paso Muscle se encuentra en estado finalizado
El paso Pratt se encuentra en estado procesando
El paso Pratt se encuentra en estado finalizado

2023-10-21T12:36:01.2 : El paso Prosite se encuentra en estado procesando

2023-10-21712:42:36.813 :
2023-10-21712:42:36.813 :
2023-10-21712:45:36.813 :
2023-10-21712:42:36.813 :
2023-10-21712:46:36.813 :
2023-10-21T12:42:36.813 :

2023-10-21T12:56:36.813
2023-10-21T12:42:36.813
2023-10-21T12:58:36.813

2023-10-21T12:42:36.813 :
2023-10-21T13:32:36.813 :
2023-10-21T12:42:36.813 :
2023-10-21T13:45:36.813
2023-10-21712:42:36.813
2023-10-21713:51:36.813

iFin de la ejecucion!

El paso Prosite se encuentra en estado finalizado

El paso Muscle se encuentra en estado procesando

El paso Muscle se encuentra en estado finalizado

El paso Filtrado se encuentra en estado procesando

El paso Filtrado se encuentra en estado finalizado

El paso Blast se encuentra en estado procesando

El paso Blast se encuentra en estado finalizado

El paso PDB se encuentra en estado procesando

El paso PDB se encuentra en estado finalizado

El paso Modeller se encuentra en estado procesando
El paso Modeller se encuentra en estado finalizado

El paso Autodock se encuentra en estado procesando
El paso Autodock se encuentra en estado finalizado

El paso Clasificacion se encuentra en estado procesando
El paso Clasificacion se encuentra en estado finalizado

Figura 12: Estado de Ejecucion

Al finalizar la ejecucién se habilitan los botones “Guardar ejecucién” y “Re-
sultados”. Al presionar “Guardar ejecucién” se despliega un pop-up como se
muestra en la Figura 13, donde el usuario debe indicar el nombre con el que
desea almacenar los resultados. La opcién “Guardar” evalia si ya existe una eje-
cucion con dicho nombre, en ese caso se indica el error, de lo contrario, aparece
un pop-up indicando que se realiza el guardado con éxito.

Ingrese el nombre con el que desea guardar la
ejecucion:

Nombre del archivo

Figura 13: Guardar ejecucién

Una vez almacenada la ejecucion se vuelve a deshabilitar el botén “Guardar
ejecucion” quedando tnicamente habilitado el botén “Resultados”.



Visualizacién de Resultados

Si se presiona el botén “Resultados” la aplicacion da la posibilidad de ver los
resultados obtenidos en una ejecucién reciente con el botén “Ver resultados”.
La aplicacién muestra los archivos almacenados en estructura de arbol y ofrece
ademads la posibilidad de seleccionarlos y visualizarlos, como se presenta en la
Figura 14.

Metodologia para comparacion y clasificacion de sitios activos en proteinas

Se presentan los resultados obtenidos en el flujo ejecutado.
Ademés se pueden visualizar los resultados de ejecuciones anteriores que fueron almacenadas.

~ @ Archivos_workflow DESCARGAR ARCHIVO

& aminoacidosRef.txt Nombre del archivo: secuencias fasta

B errortxt
MSNPNAAQAPVTVIGLGLMGQALAAAF IKQGHPTTVWNRTPGKAEQLTADGAT LAQSAGKAISASPLVIVCVSDYDGVHE ILGPLQGALAGKVLVNLSTGTSAQARETAEWAAQRGAR

] pa(ame((OSWOYkﬂOWCSV 'YLDGAIMAIPPVIGTDGAVLLYSGPQDSFEEHAATLRALGTPGTTYLGGDHGLSALHDMALLGLMWGILNGFLHGAALLGTAGVKATTFAPLANQMIKEVTEYVTAYAPQVDEGKYPA
TOATLTVHQDA

. Posiciones_Amino.txt LEHLADESKAVGINSELPRFFKALVDRAAADGRADESYAALIEVFRKEAAA

B secuenciaReferencia fasta >1R048

MKRSTTVLGTGRMGSALARALLHAGHRTTVWNRTIQKAEPLAALGATVAPSVL EAVNAAE TTTVNVSDYQATAATMRNDATASAVRGKL IVELT 06
ATMATPDF IGTDAGTILVSGSSQAFDANEDMFRALGGNVQHIGEESGRA

NALDSALLALMAGAL FGTLHATAVCQAEETDLGELAQQWNATAPVVEGLVADL TKRTNAGRFASDDE TLSSTSAHYGAFQHL LELMEARE IDRSVVL GYDATFQRATAAGQLHEDFAA
LSQFLGKSA

B secuencias.fasta

B secuencia_ref_alineada fasta

>IRE50
B verificacion_modelos.txt MKLSISVVGTGRMGSALARALLRSGYRTTVWNRTKQKAEPLAALGATVAGSVLEALNAAETTIVNVSDYQASAVLRDDAVASATCGKL IVEL TSGTPHGAREAAEWFAAHGASYLDGA
IMATPDFIGTDAGTILISGPRQAFDANEEMFRALGGNVQHVGEEPGRA
m prosite NALDSALLALMWGALFGTLHATAVCQAEEIDLGELGRQNTATAPVIDGLVADLIKR TLSST LELMEARK IFQRAIAAGHLHDDFAA
LSQFLGKSR

Figura 14: Pantalla de resultados

El botén “Descargar Archivo” permite la descarga del archivo que se estd
visualizando.

Al presionar el botén “Ver historial” como muestra la Figura 15, se presentan
los resultados de ejecuciones anteriores previamente guardadas. A la izquierda
se listan los nombres de las diferentes ejecuciones, y desplegando cada una se
puede ver la estructura de drbol de la misma forma que se visualiza en la opcién
“Ver resultados” teniendo también las funcionalidades de visualizar y descargar
cada archivo.

Metodologia para comparacion y clasificacion de sitios activos en proteinas

Se presentan los resultados obtenidos en el flujo ejecutado.
Ademds se pueden visualizar los resultados de ejecuciones anteriores que fueron almacenadas.

~ G Historial DESCARGAR ARCHIVO

= Ejecucion 1 Nombre del archivo: secuencias fasta

> m Ejecucion 2 SIRED C
MAPDTVEKTPVTLLGLGAMGAALARAWLAARHPL TVWNRTPTRAAATSAEGATVADSAAEAVAANTLVVVCL LDDASVEEVLAGADLAGRDLVNLTTGTPAQARARADWARERGARYLDGGIMAVPPHIGY

» ma Ejecucion 3 PDAGGYVFYSGSRELFERHRETLAVPAGTTYVGRDAGFAALHDVAL LSAMYGMFAGAAHAFALIRREDIDPASLAPL LADWLVAMAPTVHQTADQLRSGDYTKGVVSNLAMQVAGTPTFLRTAAEQGVSPE
LLSPYFELMRRRLAEGSGEEDLTGVIDLLVR

> m ejecucion 4 >IRed D
MSNTTUTAI GAMATAI AFAFI NOG e TVACT I WNTVRFVI GDSRNAT SGRTI VNI TNATDF 18R AMSAUAVSNGASY TNGRTMAVDPMTGADHAI T

Figura 15: Pantalla historial de resultados



Esperamos que este manual haya sido de ayuda para que puedas utilizar con
facilidad la aplicacién, de forma eficiente y logres una buena experiencia como
usuario, proporciondando una guia completa y clara que te permita aprovechar al
maximo todas las funciones y caracteristicas que nuestra aplicacion tiene para
ofrecer.
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