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Resumen

La prediccion de la estructura terciaria de proteinas mediante inteligencia artificial ha
revolucionado la biologia computacional. Sin embargo, el rdpido desarrollo de herramientas
como AlphaFold3, Chai-1, Boltz-2, Protenix e IntelliFold ha fragmentado el ecosistema de
software, generando problemas de interoperabilidad, dependencias complejas y dificultades en
la reproducibilidad de los flujos de trabajo.

Para resolver esta limitacion, se ha desarrollado e implementado Biofold (scipion-chem-
biofold), un nuevo plugin integrado en el framework Scipion. El plugin ofrece una arquitectura
modular basada en protocolos de Scipion que automatiza e integra tanto la importacién de
servidores externos como la ejecucion local de las herramientas, abstrayendo la complejidad de
la linea de comandos.

La plataforma se validé mediante tres casos de uso con niveles de complejidad biolégica
incremental (IM1Z, INZ9 y 9QS2). El andlisis comparativo, que integra criterios de precision
geométrica y eficiencia computacional, demuestra la robustez de Biofold para estandarizar las
salidas estructurales y conectarlas con otras herramientas. El andlisis evidencié que las diver-
gencias de RMSD localizadas en las regiones terminales no constituyen fallos algoritmicos de
los modelos, sino que reflejan la falta de densidad electrénica y coordenadas en los archivos ex-
perimentales del PDB. En conclusion, Biofold se consolida como una herramienta reproducible
que democratiza y unifica el uso de predictores estructurales.

Palabras clave: Prediccion estructural de proteinas, Deep Learning, Scipion, Validacién

estructural, Pipelines bioinformaéticos.




Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas

biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

Indice general

Glosario! VIII
(1. _Introduccionl 1
(1.1. Modelado estructural de proteinas| . . . . . .. .. ... ... ... ...... 1
[1.2. Scipion como framework| . . . . . . . ... ... ... .. oL 3
L3 Motivacionl . . . . . . . . oo i e 4
(1.4. Objetivos| . . . . . . . . e 4

[2. Materiales y métodos| 6
[2.1.  Entorno de trabajo y recursos computacionales| . . . . . ... ... ... ... 6
[2.1.1. Sistema operativol. . . . . . . . . ... 6

2.1.2. Hardwarel . . . . . .. .. .. 6

[2.1.3. Entorno de desarrollo y herramientas de soporte| . . . .. ... .. .. 6

[2.1.4. Dependencias generales| . . ... ... ... .. ............ 7

[2.2. Framework de Scipion| . . . . . ... .. oo o 7
[2.3. Herramientas de prediccion estructuralf . . . . . . ..o o000 oL 9
[2.3.1. AlphaFold3| . . . . . ... ... . o 9

R332 Chal-ll. . . ... 11

33, Protenixl. . . . . . .. ... 12

234, Boltz-2| . . ... .. 13

P35 TnelliFoldl. . . . . . . . . 14

[2.4. Diseno e implementacion del plugin| . . . . . . . ... 000000 15
[2.4.1.  Arquitecturadel pluginf . . . . . . ... ... 0oL, 15

[2.4.2. Protocolo de importacion|. . . . . . . . ... oL 16

[2.4.3. Protocolos de ejecucion local|. . . . . ... ... ... ... 17

Chai-11. . . . . . 18

Protenix| . . . . . . . ... 19

Boltz-2| . . . . . . 20

IntelliFoldl. . . . . . . . . .o 20

244, Viewers| . . . . . . .o 21

11



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas
biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

RAS Teslsl . ..o 21

25 Casosdeusd . . ... .. ... 22
[2.5.1. Estructura del proyecto| . . . . . . .. ... ... ... ... ... .. 23

[2.5.2.  Configuracion de parametros de ejecucion|. . . . . . . . . .. ... .. 24

3. Resultados| 25
[3.1. Implementaciondel plugin| . . . . . .. ... ... ... ... ... ...... 25
B.1.1. Interfazdeusuariol . . . ... ... ... ... oL 25

[3.1.2. Manejodeobjetos| . . . .. ... ... ... ... .. 26

[3.2. Funcionamiento de protocolos| . . . . . . ... ... ... L. 26
B3 _Casosdeusd .. ... .. ... .. 27
331, OMIZl . . . . . e 27

332, ONZO| . . . . 31

B33 9087 . . . . 34

[3.4. Analisis y observaciones| . . . . ... ... Lo oo 36
[3.5. Comparativa cuantitativa global de herramientas|. . . . . . . ... .. ... .. 37

4. Discusion y perspectivas futuras| 40
“4.1.  Alcance metodologico y evaluacion de las capacidades predictivas| . . . . . . . 40
@4.2. Ventajas de la integracion en Scipion-chem| . . . . . .. ... ... L. 41
M3, Timitacionesactuales . . . . . . ... ... ... ... .. L 42

4. Posibles lineas futuras|. . . . . . . .. ... L 42

8. Conclusiones| 43
6. Bibliografia] 44
(7. Anexo A: Repositorios| 49
[/.1. Cddigo fuente de scipion-chem-biofold|. . . . . .. .. .. .. ... ... ... 49
[/.2. Proyectodeanalisis| . . . . . . ... ... ... ... 49

8. Anexo B: Analisis de casos de usol 50
B.1. OMIZ] . . . . 50
[8.1.1. AlphaFold3| . . . . . ... ... ... .. 50

B.1.2. Chai-1l. . . . . . . . 50

111



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas
biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

BIZ PrOenixl. . . « v o oot e e e e 52
BIA_BOIZT . . o o oo e e e e 53
RIS _TntellFOIdl. . .« o o oo oo e 54
B2 ONZO . oo e e e 56
B2I. AIPRaFoldd] . . . o o o oo e 56
B2Z CRAD. . . o o oo e e e e 57
B23_ DProfemixl . . - - o o oo e e 58
B2A_BOIZD - o o o oo e e e 59
B235 TntelliFoldl. . . . . . . . . . o 61
B3 OUST - o o o et 62
B3I AIPRaFoldd] . . . o o oo e 62
B2 CRALl. . . o o oo e e e e 63
BB POl . . - o v o o oo e e e e 65
BIA_BOIZT . . o o oo e e e 66
B35 IntelliFoldl. . . . . . . . . o 67

v



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas
biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

Indice de figuras

(1. Linea temporal con métodos de prediccion estructural de proteinas. Elaboracion |
[ propia basada en la literatura [4)].| . . . . . .. ... oo 3
[2. Estructura de extensiones y plugins de Scipton.| . . . . . . .. ... ... ... 8
[3. Interfaz de usuartode Scipton.| . . . . . . . ..o 8
4. Arquitectura de Alphakold3 [27].). . . . . ... .. ... ... ... ... 10
5.  Arquitecturade Chai-1 [[14].| . . . . ... ... ... ... o 0. 11
6.  Arquitecturade Boltz-2 [13].| . . . . . . .. ... ... oo oL 13
[/. Arquitectura de IntelliFold [[16]. . . . . . ... .. .. ..o 14
[8.  Estructura de scipion-chem-biofold.| . . . . . ... ... ... ... ... ... 16
[9.  Clasificacion de protocolos de Scipion-chem.| . . . . .. ... ... ... ... 17
(10.  Estructuras de referencia para el analisis (A: OM17Z, B: 9NZ9, C: 9QS2).[. . . . 22
(11.  Estructura del analisis paraSM1Z. . . . . . .. .. .. ... ... ... 23
[12.  Arbol de protocolos y formulario de IntelliFold.| . . . . .. .. .. ... .... 25
(13.  Objetos entrada y salida de protocolo Protenix.| . . ... ... ... .. .... 27
(14.  Mejores estructuras de cada herramienta (A: AlphaFold3, B: Chai-1, C: Protenix, |
[ D: Boltz-2, E:IntelliFold) paraSM1Z,| . . . .. .. .. ... ... ... .. .. 28
(15. Diferencia estructural de los modelos de AlphaFold3 frente a estructura de |
| referenciaparaOMI1Z,|. . . . . . . oL oL 29
(16. Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de AlphakFold3 frente a |
[ estructura de referenciaparaO9MIZ| . . . . . .. ... ..o, 30
(17.  Diferencia estructural de los mejores modelos de 9M1Z frente a estructura de |
[ referencial . . . . . .. 30
(18.  Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de 9M 1Z frente a estructura |
[ dereferencial . . .. ... ... .. .. 31
(19.  Mejores estructuras de cada herramienta (A: AlphaFold3, B: Chai-1, C: Protenix, |
| D: Boltz-2, E:IntelliFold) para9NZS. . . . . ... .. .. ... ... 32
[20.  Diferencia estructural de los modelos de 9NZ9 frente a estructura de referencial 33




Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas

biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

[21.  Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de 9NZ9 frente a estructura |
[ dereferencial . . . . . . ... 34
[22.  Mejores estructuras de cada herramienta (A: AlphakFold3, B: Chai-1, C: Protenix, |
[ D: Boltz-2, E:IntelliFold) para9QS2.. . . . . . ... ... ... ... ... 35
[23.  Diferencia estructural de los modelos de 9QS?2 frente a estructura de referencia.| 35
[24.  Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de 9QS2 frente a estructura |
[ dereferencial . . . ... . ... 36
[25.  Visualizacion de superposicion multiple para 9M1Z. Estructura de referencia |

del PDB en gris y los mejores modelos de cada herramienta superpuestos en |

6.

Visualizacion de superposicion multiple para 9NZ9. Estructura de referencia |

del PDB en gris y los mejores modelos de cada herramienta superpuestos en |

1stin loresl . . . . . . e 39

7.

Visualizacion de superposicion multiple para 9Q52. Estructura de referencia |

del PDB en gris y los mejores modelos de cada herramienta superpuestos en |

VI



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas

biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

indice de tablas

(1.  Meétricas de AlphaFold3 [28]].(. . . . . . ... ... ... ... ... ...... 10
[2. Parametros de configuracionde Chai-1.| . . . . . .. ... .. ... ... ... 19
[3.  Parametros de configuracion de Protenix.| . . . . . ... ... ... ... ... 19
4.  Parametros de configuracionde Boltz-2.| . . . . . . ... ... ... 20
[>.  Parametros de configuracion de Intellikold. . . . . ... ... ... 21
[6.  Puntuacion de cada herramienta para las estructuras predichas de OMI1Z.| . . . . 28
[/. Puntuacion de cada herramienta para las estructuras predichas de ONZ9.| . . . . 32
[8.  Puntuacion de cada herramienta para las estructuras predichas de 9QS2. . . . . 34
(9. Comparativa cuantitativa global de rendimiento y precision estructural de las |
[ herramientas en los tres casosdeuso] . . . . ... ... ... ... 38

VII



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas
biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

Glosario

Abreviatura /

Acronimo

Término Completo

Descripcion

ADN

Acido Desoxirribonuclei-

(¢10)

Macromolécula biolégica que contiene las
instrucciones genéticas usadas en el desa-
rrollo y funcionamiento de todos los orga-
nismos vivos y algunos virus, estructurada

habitualmente en forma de doble hélice.

ARN

Acido Ribonucleico

Acido nucleico formado por una cadena
de ribonucleétidos, esencial para la trans-
ferencia del cddigo genético, la sintesis de
proteinas y la regulacion de la expresion

génica.

CASP

Critical Assessment of
Protein Structure Predic-
tion (Evaluacion Critica
de la Prediccién de la Es-

tructura de Proteinas)

Experimento y competicién comunitaria a
nivel mundial que evalda de forma ciega y
rigurosa el estado del arte en los métodos

de prediccién de la estructura de proteinas.

CPU

Central Processing Unit

(Unidad Central de Proce-

Componente principal de un ordenador que
interpreta las instrucciones y procesa los

datos de los programas informéticos.

Cryo-EM

samiento)

Cryo-Electron  Micros-
copy  (Criomicroscopia
Electrénica)

Técnica avanzada de microscopia electro-
nica donde las muestras bioldgicas se anali-
zan a temperaturas criogénicas, permitien-
do la determinacién de estructuras macro-
moleculares a resolucién atémica en su es-

tado nativo.
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Abreviatura / | Término Completo Descripcion
Acrénimo
DockQ Docking Quality Score | Métrica de calidad estandarizada utilizada
(Puntuacién de Calidad de | en biologia computacional para evaluar y
Acoplamiento) puntuar la precisién geométrica del acopla-
miento en complejos proteina-proteina.
FASTA Formato FASTA Formato de archivo de texto plano utiliza-
do para representar secuencias de dcidos
nucleicos o de aminoacidos, caracterizado
por una linea de cabecera con el simbolo
’>’ seguido de la secuencia de estudio.
GPU Graphics Processing Unit | Coprocesador especializado en el calculo
(Unidad de Procesamiento | en paralelo. En bioinformética estructural,
Griéfico) es un componente critico indispensable pa-
ra acelerar la inferencia matemadtica de los
modelos de inteligencia artificial.
HPC High-Performance Com- | Uso de supercomputadores y clisteres de
puting (Computacién de | computacién en paralelo para resolver pro-
Alto Rendimiento) blemas de cdlculo intensivo, permitiendo
la ejecucién masiva de flujos de trabajo.
1A Inteligencia Artificial Campo de la informatica centrado en el de-
sarrollo de sistemas algoritmicos capaces
de realizar tareas complejas, tales como el
aprendizaje automatico y el andlisis pre-
dictivo estructural.
IDE Integrated Development | Aplicacién informdtica que proporciona
Environment (Entorno de | servicios integrales (editor de cédigo, de-
Desarrollo Integrado) purador y herramientas de automatizacion
de compilacién) para facilitar el desarrollo
de software a los programadores.
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Abreviatura /

Acronimo

Término Completo

Descripcion

JSON

JavaScript Object Nota-
tion (Notacién de Objetos

de JavaScript)

Formato de intercambio de datos ligero,
estructurado y legible por humanos, utili-
zado en el plugin para la configuracién de
entradas y preparaciéon de pardmetros en

los protocolos locales.

LVM

Logical Volume Manager
(Gestor de Volumenes L6-

gicos)

Mecanismo de abstraccién del almacena-
miento en Linux que permite gestionar de
forma flexible y dindmica el espacio en dis-
co combinando multiples volimenes fisi-

COS.

mmCIF

Macromolecular Crysta-
llographic Information Fi-
le (Archivo de Informa-
cién Cristalogrdfica Ma-

cromolecular)

Formato de archivo de datos altamente es-
tructurado adoptado por herramientas mo-
dernas (como AlphaFold3 o Chai-1) para
almacenar de forma recursiva y fidedig-
na las coordenadas atémicas tridimensio-

nales.

MSA

Multiple Sequence Align-
ment (Alineamiento Muil-

tiple de Secuencias)

Alineamiento de tres o mds secuencias bio-
l6gicas (ADN, ARN o proteinas) de longi-
tud similar para identificar regiones homé-
logas y relaciones evolutivas, base funda-
mental de la prediccién estructural moder-

na.

NMR

Nuclear Magnetic Reso-
nance (Resonancia Nu-

clear Magnética)

Técnica biofisica basada en las propieda-
des magnéticas de los nicleos atémicos,
utilizada en biologia estructural para deter-
minar la estructura tridimensional y la di-

namica de macromoléculas en disolucion.
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Abreviatura /

Acronimo

Término Completo

Descripcion

PAE

Predicted Aligned Error
(Error Alineado Predicho)

Métrica de confianza generada por mo-
delos de difusién que estima el error de
distancia esperado entre pares de residuos,
crucial para estudiar la fiabilidad de la es-
tructura y la posicion de dominios o cade-

nas.

PDB

Protein Data Bank (Banco

de Datos de Proteinas)

Archivo global de acceso abierto que reco-
pila y custodia las estructuras tridimensio-
nales de proteinas, dcidos nucleicos y com-
plejos macromoleculares complejos deter-

minadas experimentalmente.

PSP

Protein Structure Predic-
tion (Prediccién de la Es-

tructura de Proteinas)

Campo de la bioinformatica centrado en el
célculo algoritmico y computacional de la
estructura tridimensional de una proteina
partiendo exclusivamente de su secuencia

primaria de aminodcidos.

RMSD

Root Mean Square De-
viation (Desviacién Me-

dia Cuadratica)

Medida matemadtica empleada en biologia
estructural para calcular la distancia pro-
medio entre los dtomos (habitualmente los
carbonos alfa) de dos estructuras super-
puestas, cuantificando su grado de simi-

litud geométrica.

SO

Sistema Operativo

Capa de software base que gestiona direc-
tamente los recursos fisicos de hardware
y proporciona servicios esenciales para la
ejecucion del entorno de desarrollo y de-

pendencias cientificas.
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Abreviatura / | Término Completo Descripcion
Acronimo
VRAM Video Random Access | Memoria de acceso aleatorio de velocidad

Memory (Memoria de Ac- | ultra-alta integrada en las tarjetas graficas
ceso Aleatorio de Video) | (GPU), indispensable para contener la car-
ga matemadtica de los modelos de aprendi-
zaje profundo y evitar desbordamientos de

memoria durante la prediccion.

YAML YAML Ain’t Markup Lan- | Formato de serializaciéon de datos legible
guage por humanos, utilizado para la configura-
ci6én de pardmetros y definicion de entradas
en herramientas bioinformadticas, como los

protocolos de prediccién estructural.
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1 Introduccion

1.1. Modelado estructural de proteinas

Las proteinas son macromoléculas esenciales para la vida y sus funciones son variadas,
desde estructurales, hasta enzimdticas, ademds de ser moléculas esenciales en la regulacion de
procesos y redes bioldgicas [1]]. Estas funciones vienen establecidas por la estructura terciaria,
que varia entre proteinas, y depende de la secuencia de aminodcidos que la constituyen.

Como resolver el plegamiento de proteinas a partir de su secuencia es uno de los mayores
desafios de la biologia moderna [2]. Desde el punto de vista biofisico, este fendmeno es muy
complejo debido a la paradoja de Levinthal, que dice que si una proteina buscase su conformacion
correcta mediante un muestreo aleatorio de todas las posibles combinaciones, tardaria un tiempo
superior a la edad del universo [3]]. Sin embargo, en los sistemas bioldgicos, las proteinas se
pliegan en cuestiéon de milisegundos. Comprender este mapa de energias y ser capaces de
predecir estas estructuras partiendo tinicamente de la secuencia primaria es el nicleo de estudio
del PSP [2,4].

Para obtener la estructura terciaria se han desarrollado técnicas experimentales, como la
cristalografia de rayos X, la espectroscopia por NMR o la cryo-EM [5H7]. Todas estas técnicas
permiten obtener la estructura terciaria de proteinas con alta resolucién, sin embargo, conllevan
costes tanto econdmicos como temporales, el andlisis posterior puede resultar tedioso, y no
siempre es aplicable con tipos especificos de proteinas, por lo que no se pueden usar de forma
generalizada. La prediccion de dicha estructura a partir de la secuencia de aminodcidos evita
tener esas limitaciones, pudiendo tener modelos proteicos de forma rdpida, escalable y con bajo
coste computacional.

Tradicionalmente, los modelos de PSP se dividen en dos grupos, template-based modeling
y free modeling, dependiendo de si usan plantillas o no. Dentro de estos grupos se pueden
distinguir ademds en métodos ab initio, por reconocimiento de plegamiento (threading) y por
homologia [4]]. Los modelos ab initio pueden obtener la estructura de proteinas no conocidas
sin necesidad de una plantilla estructural. Una de las herramientas mds conocidas dentro de
esta metodologia es QUARK, que divide la proteina en fragmentos de 20 aminoacidos, busca
estructuras en bases de datos y utiliza Monte-Carlo para unir los fragmentos teniendo en cuenta

energias y campos de fuerza [8]. Los métodos basados en threading asumen que la estructura
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terciaria estd mas conservada que la secuencia de aminodcidos, y que tiene un nimero finito
de conformaciones posibles. Este método utiliza una matriz de puntuaciones para elegir una
estructura 3D de pliegues conocidos que encaja con la secuencia de estudio [4]]. Un ejemplo es
GenTHREADER, que evalda alineamientos y posteriormente genera los modelos evaluados por
redes neuronales para darles puntuaciones de confianza [9]]. Por ultimo, los métodos basados en
homologia se basan en la idea de que secuencias de aminodcidos similares tienen estructuras
similares, por lo que, si se conoce la estructura de una secuencia, se puede predecir la de otra
similar [4]. De esta forma, se alinean secuencias y se empieza a modelar la estructura terciaria,
primero teniendo en cuenta el esqueleto de carbono, y posteriormente los loops y las cadenas
laterales, finalmente se minimiza la estructura y se evalia mediante graficos de Ramachandran.
SWISS-MODEL es una herramienta que emplea esta metodologia para obtener estructuras

terciarias de proteinas mediante su interfaz web [[10].

Sin embargo, estos enfoques tradicionales de modelado estructural presentan limitaciones
cuando las proteinas de estudio no poseen homdélogos detectables o presentan baja similitud de
secuencia. La incorporacion de técnicas de aprendizaje ha supuesto un cambio radical en las
ultimas décadas, especialmente con la introduccion de AlphaFold2 de DeepMind, que participd
en CASP14 obteniendo resultados muy prometedores en el campo de la biologia computacional,
incluso doblando la puntuacién obtenida por otras herramientas participantes en la competicién

(4,11, 12].

A partir de este momento, el desarrollo de modelos de prediccion estructural ha avanzado
rdpidamente, desarrolldndose nuevas herramientas que van mds alld de monémeros, incluyendo
complejos proteicos, o interacciones proteina-ligando o proteina-dcidos nucleicos. Entre estos
métodos destacan AlphaFold3, asi como alternativas recientes como Boltz-2, Chai-1, Protenix
o IntelliFold [11}[13H16]. La Figura[I|muestra una linea temporal de los métodos de prediccién

estructural mencionados desde 1969 hasta la actualidad.

Sin embargo, el éxito y el rapido desarrollo de esta tecnologia han trasladado el desafio del
plano tedrico al operativo. Actualmente, la expansion constante de estas herramientas basadas
en IA ha dado lugar a un ecosistema de software altamente fragmentado. Cada modelo presenta
formatos de entrada y salida distintos, requisitos de hardware especificos, dependencias de
codigo complejas y pardmetros divergentes, ya sea en servidores publicos o en entornos locales.
Estas diferencias no solo dificultan la reproducibilidad de los datos y la integracion de multiples

modelos en un mismo trabajo, sino que plantea un problema para la comunidad cientifica; la

2
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Figura 1: Linea temporal con métodos de prediccion estructural de proteinas. Elaboracidon propia basada en la

literatura [4]).

dificultad de evaluar, ejecutar y diferenciar qué herramienta ofrece mejor rendimiento ante casos
especificos.

Para resolver esta dispersion y permitir una evaluacién estandarizada bajo las mismas
condiciones, se necesitan plataformas que faciliten la unificacién de ejecuciones, la gestion de
recursos computacionales y la integracion de dichas herramientas dentro de entornos modulares

y reproducibles.

1.2. Scipion como framework

Scipion es un framework de integracion y gestion de flujos orientado al procesamiento
de datos en biologia estructural, principalmente en la microscopia electrénica de particulas
individuales [[17]. Su objetivo principal es proporcionar un entorno que permita el uso de distintas
herramientas de procesamiento bajo una misma interfaz, creando workflows reproducibles,
trazables y automatizados. En Scipion, cada software se ejecuta de forma independiente, por lo
que se pueden construir pipelines completos con distintas herramientas de forma estructurada.
Esto se logra con una arquitectura basada en protocolos que engloban herramientas externas,

estandarizan la entrada y la salida de datos, y permiten su interoperabilidad.
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El disefio de Scipion estd basado en los principios de integracion, reproducibilidad y
flexibilidad. La integracion permite combinar multiples programas sin necesidad de adaptar
manualmente el formato de los datos, la reproducibilidad asegura que los workflows puedan
ser ejecutados de forma consistente, y la flexibilidad permite incorporar herramientas de forma
sencilla con plugins o protocolos.

Dentro de Scipion, surge Scipion-chem, un plugin especializado en la quimica estructural y
el cribado virtual de firmacos [|18]]. Este plugin amplia las funcionalidades de Scipion incluyendo
herramientas relacionadas con el docking molecular, la prediccién de interacciones proteina-
ligando o el andlisis estructural. De esta forma, se pueden construir workflows especificos en

este dominio sin perder los principios que proporciona Scipion.

1.3. Motivacion

Scipion proporciona un entorno que facilita la construccion de pipelines reproducibles,
evitando la necesidad de cambiar formatos de datos entre las distintas herramientas. Sin embargo,
actualmente estd enfocado principalmente a metodologias cldsicas, sin incorporar herramientas
modernas de prediccion estructural basadas en machine learning.

Pese a la rdpida aparicion de estos modelos, su integracién sigue siendo limitada por
la heterogeneidad de sus interfaces, formatos de entrada y salida, y modos de ejecucion. Esto
obliga a utilizarlos de forma aislada, lo que dificulta su comparacion y la integracion en pipelines
reproducibles.

De aqui surge la necesidad de extender Scipion-chem para permitir la integracién de
estas herramientas, facilitando su uso en un entorno estructurado y su aplicacién en andlisis

estructurales y de cribado virtual.

1.4. Objetivos

El objetivo general de este proyecto consiste en evaluar y comparar de manera sistemaética la
precision, el rendimiento y la viabilidad de las herramientas de prediccién basadas en machine
learning. Para lograrlo, se propone como solucién técnica el disefio y desarrollo de un plugin
especializado dentro de Scipion-chem, denominado Biofold.

Para cumplir con el objetivo general, se proponen los siguientes objetivos especificos:

= Desarrollar e integrar el plugin Biofold dentro de Scipion-chem, abstrayendo la complejidad
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de las herramientas individuales mediante la estructura modular basada en protocolos de

Scipion.

= Implementar un protocolo de importacién que permita analizar y utilizar las estructuras

generadas en servidores web externos dentro de Scipion.

= Diseiiar e integrar protocolos de ejecucion local para modelos nuevos, especialmente Chai-1,

Protenix, Boltz-2 e IntelliFold.

= Validar y contrastar el rendimiento de los modelos implementados mediante casos de uso

especificos, analizando sus diferencias estructurales.
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2 Materiales y métodos

2.1. Entorno de trabajo y recursos computacionales

El desarrollo del plugin y el anélisis se realizé en un equipo de alto rendimiento, lo que ha

permitido una ejecucion eficiente de tareas computacionalmente intensivas.

2.1.1. Sistema operativo

El proyecto se desarrollé en un entorno Linux, concretamente Ubuntu 20.04.6 LTS.

2.1.2. Hardware

Procesador (CPU): AMD Ryzen Threadripper 3990X 64-Core Processor.
* 64 nucleos fisicos y 128 hilos de procesamiento.

Memoria RAM: 251 GB.

Almacenamiento principal:

* Disco NVMe de 1.8 TB (SO con 1.3 TB en uso).

¢ Sistema de almacenamiento adicional basado en volimenes LVM de hasta 20 TB dis-

ponibles.

Tarjeta grafica (GPU):

* 2 x NVIDIA GeForce RTX 3090 (24 GB VRAM cada una).

* Soporte CUDA 12.8.

2.1.3. Entorno de desarrollo y herramientas de soporte

PyCharm: PyCharm fue utilizado como el IDE principal para la programacién del plugin
en Python [19]. Su sistema de depuracion y andlisis facilit6 la estructuracion de las clases y

protocolos de Scipion.

GitHub: GitHub se utiliz6 como plataforma para almacenar y gestionar el cdigo fuente basado

en Git, permitiendo el control de versiones y garantizando trazabilidad de cada cambio [20].
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» LucidChart: Esta herramienta de disefio se empled para generar diagramas para ayudar a

visualizar estructuras de plugins y diagramas de flujo [21].

= Overleaf/LaTex: Overleaf es una plataforma colaborativa que se emple6 para la redaccién
de la memoria del proyecto, asegurando un formato tipografico homogéneo y una gestion

automatizada de la bibliografia [22].

» ChatGPT (OpenAl): Este agente de IA fue utilizado como ayuda para depurar y optimizar

codigo y para la revision de la memoria final [23]].

2.1.4. Dependencias generales

El entorno de ejecucion se basa en Python y el framework de Scipion, junto con sus ex-
tensiones Scipion-em y Scipion-chem [17,/18,24]. La instalacion de estos entornos implica la
resolucion automdtica de multiples dependencias cientificas y de procesamiento de datos. En-
tre los paquetes utilizados se incluyen NumPy, SciPy, Pandas, Scikit-learn, Matplotlib,
Pillow, Requests, tqdm, 1xml, psutil, setuptools y typing_extensions, entre otras.
Ademéds, se emplean paquetes especificos del &mbito bioinformatico y de microscopia electré-
nica, como Biopython, MRCfile, tifffile, emtable, ncempy y metadata-viewer.

Para el desarrollo del plugin Biofold se ha utilizado el framework de Scipion, que constituye
el ndcleo del entorno de procesamiento, junto con la extensién Scipion-em orientada para
el andlisis de datos de cryo-EM. El nuevo plugin se ha desarrollado dentro de la extension
Scipion-chem, especializada en el andlisis y modelado en quimica computacional. Scipion
integra componentes como Scipion-app y Scipion-pyworkflow, encargados de la gestion de
la interfaz y del flujo de trabajo [25,26]. Las dependencias especificas de cada mddulo se

encuentran documentadas en los repositorios de GitHub correspondientes.

2.2. Framework de Scipion

Scipion es un framework orientado a la ejecucion de workflows para el andlisis de datos de
biologia estructural [[17]. Su estructura modular permite ejecutar pipelines de forma ordenada,
reproducible y automatizada. Scipion estd compuesto de extensiones, plugins y protocolos.

Sus principales extensiones son Scipion-em y Scipion-chem, que se enfocan en el anélisis
de datos de cryo-EM vy andlisis de cribado virtual respectivamente [17,|18]]. Cada extension

tiene plugins que engloban protocolos para realizar tareas sobre los datos. En total Scipion estd
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compuesto por mds de 120 plugins y mas de 1000 protocolos. La Figura[2] muestra un diagrama

simplificado

.,—,—,—

de la estructura de Scipion.

Scipion core

|

Scipion-em ] [

Scipion-chem

|

Chimera] [ Topaz ] [ cryoSPARC2 ] [Dynamo] [FPocket] [DiffDock} [ AutoDock ] [PZRank}

ProDy EMProt ...and more

OcCore  (Extensiones OPlugins
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Figura 2: Estructura de extensiones y plugins de Scipion.

La Figura[3|muestra la interfaz grafica de Scipion, que cuenta con tres secciones principales.
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En la zona central se muestra el workflow activo, donde cada caja representa un protocolo.

El estado de cada uno se indica mediante un cédigo de colores, que permite identificar si estd

pendiente de ejecucion, en ejecucion, finalizado correctamente o con errores. La seccion de la

izquierda muestra la seleccién de protocolos descargados, organizados por categorias gracias al

desplegable de la parte superior, lo que facilita la busqueda de nuevas herramientas. La seccion

inferior muestra informacién detallada de cada protocolo seleccionado, incluyendo los objetos
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de entrada y de salida, y los registros de ejecucion. Esta seccién permite analizar el comporta-
miento del protocolo y depurar posibles errores. La parte superior contiene herramientas para
el proyecto, como etiquetas, opciones de exportacidn o una carpeta que almacena informacion
del proyecto y los protocolos individuales.

Los workflows de Scipion se basan en la dependencia entre protocolos, donde los resultados
de unos actian como entrada de otro. Otra caracteristica es la reproducibilidad, ya que se
almacenan los pardmetros, entradas y salidas de cada uno de ellos, lo que facilita la repeticion de
andlisis y la trazabilidad de los resultados. Para gestionar esta informacién, Scipion utiliza objetos
que representan entidades bioldgicas, como moléculas o secuencias, y datos intermedios, como
mapas, que permiten la interoperabilidad de los protocolos en un mismo workflow. Por dltimo,
el framework permite la ejecucién en entornos locales o en infraestructuras de computacion de
alto rendimiento, adaptdndose a diferentes necesidades computacionales.

Scipion-chem surge como una extension de Scipion con el fin de poder realizar andlisis de
cribado virtual teniendo las facilidades del entorno de Scipion [18]. Esta extension cuenta apro-
ximadamente con 30 plugins que incluyen herramientas que realizan tareas desde la preparacion
de moléculas hasta la evaluacion de las interacciones. El workflow tipico en cribado virtual
dentro de Scipion-chem sigue una secuencia estructurada. Primero se realiza la preparacion
de la proteina de interés, incluyendo correccidon de estructuras o protonacion. Paralelamente
se preparan los ligandos, que pueden ser filtrados en funcién de criterios especificos como
farmacoforos. Una vez estén las moléculas preparadas, se hace una bisqueda de los posibles
sitios de unién o pockets de la proteina, lo que permite acotar las regiones donde se ejecutard
el docking. A continuacion se realiza el docking proteina-ligando con distintos algoritmos in-
cluidos en Scipion-chem, y por ultimo se pueden realizar dindmicas moleculares para refinar y
evaluar la estabilidad de las interacciones. Scipion-chem cuenta adicionalmente con protocolos
que se pueden incluir a lo largo del proceso, incluyendo protocolos de scoring, consensos o

alineamientos.

2.3. Herramientas de prediccion estructural

2.3.1. AlphaFold3

AlphaFold3 fue introducido como una evolucién de AlphaFold y actualmente es una de

las herramientas mds avanzadas para la prediccién estructural molecular. AlphaFold3 no solo
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permite predecir estructuras proteicas, como en versiones anteriores, sino que permite modelar
complejos proteicos, con 4cidos nucleicos y pequefios ligandos [11.|12]. La arquitectura de

AlphaFold3 se divide principalmente en tres médulos, representados en la Figura ]
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Figura 4: Arquitectura de AlphaFold3 [27].

El primer médulo se encarga de preparar los datos de entrada. Las secuencias son trans-
formadas en representaciones numéricas (embeddings), y el modelo incorpora informacion
evolutiva y estructural mediante MSA y plantillas obtenidas de bases de datos. El segundo
moédulo realiza el aprendizaje representacional. Se utilizan mecanismos de atencién y repre-
sentaciones de pares de residuos para aprender las relaciones espaciales y geométricas. Este
modulo contiene el nicleo computacional del modelo. Por tltimo, el tercer médulo realiza las
predicciones estructurales. AlphaFold3 utiliza un modelo de difusién condicional para generar
coordenadas tridimensionales de 4&tomos, de forma iterada para ir refinando la estructura final.

AlphaFold3 genera por defecto cinco estructuras en formato mmCIF. Ademds proporciona

métricas para estudiar las predicciones, descritas en la Tabla[l]

Meétrica Descripcion

Predicted LDDT (pLDDT) Fiabilidad local de la posicién atémica.

Predicted Aligned Error (PAE) Fiabilidad de la estructura y posicién de dominios o cadenas.
Predicted TM (pTM) Precision general de la estructura.

Interface-predicted TM (ipTM)

Precisién de un componente de un complejo frente a otros.

Per chain pTM y per-chain pair ipTM  Fiabilidad de cadenas individuales y pares de cadenas.

Tabla 1: Métricas de AlphaFold3 [28]].

En CASP14, AlphaFold tuvo los mejores resultados de la competicién, obteniendo una
precisién media del esqueleto de carbono de aproximadamente 0.96 A RMSD, superando al

siguiente competidor, cuya precisién fue de 2.8 A. De forma general, la precisién media fue de
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aproximadamente 1.5 A, frente a 3.5 A del resto de participantes [11].
AlphaFold3 puede ejecutarse mediante el servidor web o localmente, sin embargo, el
cddigo fuente completo no se encuentra publicamente accesible, y su instalacion local requiere

un volumen significativo de almacenamiento, asi como una alta capacidad de cémputo [29,30].

2.3.2. Chai-1

Chai-1 es un modelo multimodal de prediccion estructural que afirma obtener resultados
prometedores, especialmente en predicciones proteina-ligando y de complejos multiméricos
[14]. Fue desarrollado por Chai Discovery y, a diferencia de modelos previos, puede trabajar tanto
con MSA como en modo de secuencia Unica, manteniendo una elevada precision estructural.

Su arquitectura sigue la de AlphaFold3, con ligeras modificaciones, como se representa en la

Figura[5]
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Figura 5: Arquitectura de Chai-1 [[14].

Chai-1 recibe como entrada secuencias de proteinas, ADN o ARN, aceptando también
complejos multiméricos. Puede incorporar de forma opcional informacién como plantillas es-
tructurales o informacién de enlaces covalentes, ademds de moléculas y residuos modificados
generando conformaciones compatibles con el complejo de interés. La prediccidn estructural se
realiza mediante un modelo de difusion iterativo, que genera coordenadas tridimensionales de
la estructura. Por dltimo, se lanza un médulo de evaluacién de confianza para evaluar la calidad

de las predicciones empleando métricas internas.
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En predicciones proteina-ligando, Chai-1 alcanza un porcentaje de éxito del 77 % utilizando
un umbral de RMSD del ligando inferior a 2 A, frente al 76 % obtenido por AlphaFold3.
Ademds, Chai-1 muestra un rendimiento superior al de AlphaFold-Multimer 2.3 en prediccion de
complejos proteina-proteina y anticuerpo-proteina, especialmente en términos de DockQ [|14].
Gracias a su capacidad de funcionar sin MSA, Chai-1 mantiene una precision competitiva
respecto a otros modelos, y la incorporacion de restricciones experimentales, como contactos
entre residuos o informacién de epitopos, mejora la calidad de las predicciones en complejos
dificiles.

Chai-1 puede ejecutarse tanto en su servidor web, como localmente [31]]. Su c6digo fuente

es publico y accesible a través de GitHub [32].

2.3.3. Protenix

Protenix surge como alternativa de codigo abierto a AlphaFold3, alcanzando resultados
similares con distintos benchmarks [15]. Desarrollado por el equipo de Al4Science de Byte-
Dance, su objetivo principal es hacer accesible el cédigo fuente a la comunidad cientifica con
el objetivo de avanzar en la investigacion de prediccion estructural, permitiendo las mejoras del

modelo por esta comunidad.

Su arquitectura sigue la de AlphaFold3, utilizando médulos tipo Pairformer y un modelo de
difusién similar al de Chai—1. Protenix comienza con la entrada de secuencias de proteinas, ADN
o ARN, y posibles ligandos y moléculas. El sistema genera caracteristicas iniciales mediante
embeddings de secuencia y pares de residuos, ademds, para proteinas se incorporan MSA
obtenidos mediante MMseqs2 y ColabFold, mientras que para dcidos nucleicos no se emplea
MSA [33.34]. Las representaciones son procesadas por los bloques Pairformer, que modelan las
relaciones espaciales y dependencias entre residuos y cadenas. Finalmente se aplica el modelo
de difusion iterativo para obtener las predicciones finales y se aplica un médulo de confianza
para calcular las métricas internas. En evaluaciones sobre el benchmark de PoseBusters V2
alcanza resultados comparables, e incluso superiores, a AlphaFold3 en predicciones proteina-
ligando. Ademds, supera a AlphaFold-Multimer 2.3 en predicciones proteina-proteina y muestra

un rendimiento similar en complejos proteina-ADN y proteina-ARN [/15]].

Protenix publica el cédigo fuente, pesos entrenados y herramientas de entrenamiento,

permitiendo su ejecucion local, ademds de ser accesible a través de un servidor web [35],36].
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2.3.4. Boltz-2

Boltz-2 es un modelo de prediccion estructural que a diferencia de otros modelos, permite
estimar la afinidad protefna-ligando [[13]]. Desarrollado por investigadores del MIT y Recursion,
incorpora un médulo especifico para obtener la afinidad proteina-ligando, permitiendo apli-
caciones en cribado virtual, descubrimiento de moléculas y optimizacién de compuestos. Su

arquitectura estd dividida en cuatro componentes principales, representados en la Figura[6]
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Figura 6: Arquitectura de Boltz-2 .

El primer médulo es el de representacion, donde las secuencias y moléculas de entrada
son transformadas en embeddings y procesadas mediante representaciones de pares y meca-
nismos de atencién, ademds de incorporar MSA y plantillas estructurales. El segundo médulo
es el de prediccién estructural, en el que se aplica un modelo de difusién iterativo, pudiendo
incorporar restricciones de distancia, plantillas y otras condiciones. El tercer médulo es el de
confianza, donde se evalda la calidad de las predicciones. Por dltimo, Boltz-2 aplica un médulo
de afinidad, donde se estima la afinidad proteina-ligando, incluyendo probabilidad de unién y
valores continuos de afinidad. En benchmarks publicos, Boltz-2 alcanza resultados competitivos
frente a AlphaFold3 y Chai-1, mejorando la prediccion de proteina-ligando y complejos como
anticuerpo-antigeno. En prediccién de afinidad, Boltz-2 consigue aproximarse al rendimiento
de métodos fisicos, manteniendo tiempos computacionales considerablemente menores [/13]].

Boltz-2 puede ejecutarse tanto en su servidor web como localmente, disponiendo de c6digo

fuente, pesos entrenados y herramientas de inferencia accesibles publicamente en GitHub

38].
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2.3.5. IntelliFold

IntelliFold es un modelo predictivo que mejora la fiabilidad de las predicciones mediante
refinamientos arquitectonicos y la incorporacion de consistencia estructural multiescala [16].
Su objetivo principal es aumentar la robustez y precision en las predicciones estructurales,
especialmente en interacciones proteina-ligando y anticuerpo-antigeno. Su arquitectura se basa
en una serie de innovaciones sobre modelos, incorporando tres mejoras; escalado del espacio
latente en los bloques Pairformer, formulaciéon de atencién a nivel atdmico con atomizacion
estocdstica, y un esquema de optimizacién guiado durante el muestreo por difusion. El diagrama
de la arquitectura puede verse en la Figura
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Figura 7: Arquitectura de IntelliFold [16].

En la primera etapa, se transforman las secuencias de entrada en representaciones latentes.
Después, los bloques de atencidn refinan las interacciones entre residuos y 4tomos, incorporan-
do informacién estructural implicita. Por dltimo, el modelo de difusién genera las coordenadas
tridimensionales antes de aplicar el médulo de confianza. IntelliFold introduce una ponderacion
de pérdida sensible a la dificultad, mejorando el aprendizaje en regiones estructurales com-
plejas o poco representadas en los datos de entrenamiento. La evaluacidn sobre benchmarks
muestra mejoras frente a AlphaFold3 en predicciones proteina-proteina, anticuerpo-antigeno y
proteina-ligando [16]. Estos resultados indican una mayor capacidad del modelo para capturar
interacciones no triviales en sistemas complejos. La dltima versioén de IntelliFold incluye tres
variantes (Flash, v2 y Pro) que permiten ejecutar el modelo con distintos compromisos de velo-
cidad y precision. La version Flash estd optimizada para eficiencia computacional, mientras que

la Pro esté orientada para médxima precision de alto rendimiento.
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El modelo se puede ejecutar tanto en el servidor web como localmente, y su cédigo es

accesible desde GitHub [39,40].

2.4. Diseno e implementacion del plugin

2.4.1. Arquitectura del plugin

Los plugins de Scipion se instalan con pip, y aparte de seguir su estructura basica, contienen
una carpeta principal, cuyo nombre es el del plugin, con distintos archivos y carpetas [41].

Algunos de los archivos principales (no todos son obligatorios) son:

__init__.py:Definicién del plugin; se encarga de la instalacion de binarios y del manejo de

variables de entorno.

constants.py: Define las constantes globales utilizadas tanto en el plugin como en sus respec-

tivos protocolos.

viewer.py: Implementa las herramientas y visores graficos necesarios para visualizar y analizar

los resultados generados.

wizard.py:Crea los asistentes de ayuda (wizards) para guiar al usuario en la configuracién de

pardmetros complejos.

Las carpetas principales de los plugins son protocols, scripts, tests y viewers. En
protocols se encuentran los protocolos del plugin, en scripts estdn los scripts auxiliares
para los protocolos, en tests se encuentran los fests de los protocolos y en viewers estin los
archivos que se encargan de mostrar los resultados de los protocolos. Dentro de cada protocolo,
se sigue una estructura similar, dividida en cinco partes. Primero se definen los pardmetros que
se van a usar en el protocolo, seguido de una lista de pasos que se van a ejecutar en orden para el
correcto funcionamiento del protocolo. Posteriormente se describen las funciones mencionadas
anteriormente, que pueden ser bloques de cddigo, o llamadas a herramientas. Por dltimo se
definen métodos de validacion e informacidn, que pueden ser Gtiles para los usuarios, y otros
métodos auxiliares que se puedan necesitar en el protocolo.

Para facilitar la integracion de todos los protocolos, los pardmetros son instancias de objetos
de Scipion. Dependiendo del tipo de dato, pueden ser StringParam, FloatParam o EnumParam

entre otros. Si el pardmetro de entrada es un objeto de Scipion complejo, como por ejemplo
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un set de moléculas, el tipo de pardmetro serd PointerParam, que apunta al objeto deseado
cuando se define en el cédigo.

El cédigo del plugin de Biofold se puede encontrar en el En la Figura [§] se
muestra un esquema de la estructura del plugin Biofold. Para este plugin se ha afiadido un

archivo objects que contiene objetos especificos usados por los protocolos.

biofold
protocols \ scripts \

_init_
constants
objects
protocols
wizards

ildYaml
protocol_boltz bulidYam

protocol_chai

protocol_intellifold
protocol_prtoenix
protocol_import_predictions test_biofold

viewers

viewer_models

tests

iR

Figura 8: Estructura de scipion-chem-biofold.

Cada protocolo se debe clasificar para que pueda ser encontrado facilmente en el drbol
de protocolos de la interfaz grafica, descrita en la Figura [3] En este contexto, la Figura [
muestra un resumen de la clasificacién de los protocolos de Scipion-chem, donde se puede ver
que los protocolos de Biofold de prediccion estructural se han clasificado dentro de Protein

structure prediction.

2.4.2. Protocolo de importacidn

El primer protocolo de Biofold tiene como objetivo importar predicciones estructurales
generadas en servidores externos y convertirlas en objetos de Scipion para su andlisis. El
protocolo admite resultados de AlphaFold3, Protenix, Chai-1 y Boltz-2. Como entrada se debe
proporcionar el origen de los modelos y el archivo comprimido descargado directamente del
servidor web correspondiente. Se soportan formatos .zip, .tar.gz, .tgzy .tar.

Primero, se descomprime el archivo de entrada en el directorio de trabajo del protocolo.
Debido a que cada herramienta organiza los resultados con una estructura de carpetas diferente,
se emplea un sistema de busqueda de modelos para cada origen. En el caso de Protenix, los
modelos se encuentran en la carpeta 'predictions’, mientras que Boltz-2 los almacena en 'result’.
Para AlphaFold3 y Chai-1 se hace una busqueda recursiva de archivos mmCIF, ya que el nombre

de las carpetas puede variar en funcién del seed empleado.
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Figura 9: Clasificacion de protocolos de Scipion-chem.

Una vez localizadas las estructuras, se calculan las métricas de calidad a partir de los esti-
madores de confianza almacenados en cada modelo (como los valores de pLDDT o puntuaciones
equivalentes segun la herramienta). Los resultados se guardan en un archivo resumen que contie-
ne el valor medio de confianza de cada modelo y la estructura seleccionada como mejor predic-
cién. Por dltimo, se convierten las estructuras en objetos AtomStruct y SetOfAtomStructs,

que definen una estructura molecular y un set de estructuras respectivamente.

2.4.3. Protocolos de ejecucion local

Todos los protocolos de ejecucion local comparten una estructura de parametrizacion
dentro de Scipion. Las secuencias de entrada pueden provenir de distintos origenes, incluyen-
do secuencias (Sequence), conjuntos de secuencias (SetOfSequences), estructuras atdmicas
(AtomStruct) o archivos FASTA externos. Se puede incluir mds de una secuencia en la misma
ejecucion, que pueden provenir de distintos origenes. En el caso de las estructuras atomicas, se
pueden seleccionar cadenas concretas y rangos especificos para extraer subsecuencias. Aunque
los cuatro protocolos siguen un modelo similar de entrada de secuencias, Boltz-2 incluye un
pardmetro que va a permitir definir moléculas ciclicas. Ademads, para cada secuencia, se debe

seleccionar si se trata de un fragmento proteico, ADN o ARN, para el correcto funcionamiento
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de las herramientas. Los protocolos incluyen pardmetros relacionados con la inferencia del mo-
delo, explicados en las secciones posteriores. Como salida se generan un set de estructuras con
el nimero de estructuras seleccionadas por el pardimetro de modelos de salida, y una estructura
individual que corresponde a la de mayor puntuacion.

Los protocolos de ejecucion local se pueden dividir en dos grupos en funcién del flujo de
trabajo requerido por cada herramienta, ya que los formatos de entrada y los pasos intermedios
difieren.

Los protocolos de Chai-1 y Protenix siguen una estructura compuesta por cuatro etapas:

1. Conversion y preparacion de datos de entrada
2. Ejecucion de la herramienta de prediccidn estructural
3. Extraccién de métricas o puntuaciones de confianza

4. Generacion de objetos de salida

Para los protocolos de Boltz-2 e IntelliFold se necesitan archivos YAML como entrada, por

lo que tiene un paso adicional:

1. Conversion y preparacion de datos de entrada

2. Generacion del archivo YAML

3. Ejecucién de la herramienta de prediccion estructural
4. Extraccion de métricas o puntuaciones de confianza
5. Generacion de objetos de salida

Chai-1

El protocolo de ejecucion de Chai-1 incluye cinco pardmetros para su ejecucion, descritos
en la Tabla[2l

El protocolo convierte las secuencias de entrada en un archivo FASTA compatible con el
requerido por la herramienta, y posteriormente ejecuta chai-lab fold con los pardmetros de
entrada para obtener los modelos estructurales. Una vez se tienen los modelos, el protocolo
calcula la puntuacién media a partir de los valores B_iso_or_equiv almacenados en los archivos
mmClIF, y se generan los objetos de salida, seleccionando automdticamente el modelo con mayor

puntuacion.
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Parametro Definicién Valor por defecto Nivel

MSA Ejecucién con MSA Si Normal

Pasos de reciclaje Ntimero de ciclos de retroalimenta- 3 Avanzado
cién

Pasos de muestreo Ntumero de pasos de difusion 200 Normal

Muestras del rrunk Numero de muestras independientes 1 Avanzado

que procesa en bloque principal

Modelos de salida Nuimero de modelos finales 5 Normal

Tabla 2: Parametros de configuracién de Chai-1.

Protenix

El protocolo de Protenix tiene cuatro pardmetros descritos en la Tabla[3] A diferencia del

anterior, Protenix permite seleccionar qué modelo emplear para obtener las predicciones.

Parametro Definicion Valor por defecto Nivel

MSA Ejecucién con MSA Si Normal
Pasos de muestreo  Nimero de pasos de difusién 200 Normal
Modelos de salida  Nimero de modelos finales 5 Normal
Modelo Modelo de prediccién protenix-v2 Normal

Tabla 3: Parametros de configuracién de Protenix.

La herramienta cuenta con nueve modelos distintos, sin embargo, para el protocolo se permi-
te seleccionar entre cuatro; v2, default v1l, 20250630 v1y v@.5, que son los recomendados

por los desarrolladores.

El protocolo de Protenix comienza generando un archivo JSON compatible con el formato
de entrada de la herramienta. Este JSON incluye la secuencia, cadena y niimero de veces que se
debe incluir. A continuacidn, se ejecuta la herramienta con el comando protenix pred para
generar los modelos y extraer posteriormente la puntuacién. A diferencia de Chai-1, Protenix
genera un archivo para cada modelo donde se incluyen métricas generadas por la herramienta,
incluyendo una puntuacién de calidad global, que va a ser utilizada para seleccionar el mejor

modelo.
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Boltz-2

Como se ha mencionado antes, el protocolo de Boltz-2 cuenta con un parametro adicional
al seleccionar las cadenas de entrada que permite especificar si es ciclica o no. El protocolo

cuenta con los pardmetros descritos en la Tabla 4]

Parametro Definicién Valor por defecto Nivel

GPU Uso de GPU Si Normal

MSA Ejecucién con MSA del servidor Si Normal

Potenciales de inferencia  Usar potenciales fisicos para asegurar No Normal
poses biolégicamente realistas

Pasos de reciclaje Numero de ciclos de retroalimenta- 3 Avanzado
cién

Pasos de muestreo Niimero de pasos de difusion 200 Normal

Modelos de salida Nimero de modelos finales 5 Normal

Tamafio de paso Escala del proceso de muestreo 1.638 Normal

Correccién por peso mo-  Aplicar factor de correccién para el No Normal

lecular célculo de la afinidad

Muestras de difusién Nimero de muestras adicionales dedi- 5 Avanzado

cadas especificamente a la prediccién

de afinidad

Tabla 4: Parametros de configuracién de Boltz-2.

El protocolo de Boltz-2 comienza generando un archivo de entrada JSON, antes de generar
un archivo YAML, requerido como formato de entrada. Este archivo incluye informacion de
las secuencias, cadenas y si son ciclicos o no. Para asegurar una correcta conversion del JSON
al YAML, se cre6 un script que realiza esta conversion, y un objeto auxiliar BoltzEntity
que contiene informacidn sobre las secuencias para simplificar el proceso. Después se ejecutan
las predicciones con boltz predict, pudiendo ser ejecutadas en GPU. Por ultimo se extraen
las puntuaciones de confianza de unos archivos generados por Boltz-2 para cada modelo y se

selecciona de forma automatica la mejor estructura.

IntelliFold

El protocolo de IntelliFold tiene cinco pardmetros, entre los que se incluye la seleccion del
modelo a usar para realizar las predicciones, descritos en la Tabla[5]

Los modelos que se pueden seleccionar para realizar las ejecuciones son: vl1, v2 vy
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Parametro Definiciéon Valor por defecto  Nivel
MSA Ejecucién con MSA Si Normal
Modelos de salida  Ndmero de modelos finales 5 Normal
Pasos de reciclaje  Numero de ciclos de retroalimentaciéon 3 Avanzado
Pasos de muestreo  Numero de pasos de difusién 200 Normal
Modelo Modelo de prediccién v2-flash Normal

Tabla 5: Parametros de configuracion de IntelliFold.

v2-flash, siendo esta dltima la recomendada por los desarrolladores, ya que fusiona cali-
dad de ejecucion con rapidez.

De nuevo, como en el caso de Boltz2, se comienza generando un archivo JSON, del que se
va a sacar informacion para crear el YAML, con la ayuda del script auxiliar y un objeto llamado
IntelliFoldEntity. Posteriormente se ejecuta la herramienta con intellifold predict
y se obtienen las puntuaciones con unos archivos generados por IntelliFold, a partir de los cuales

se selecciona la mejor prediccion.

2.4.4. Viewers

Para poder visualizar los resultados de forma correcta, se ha desarrollado un visor especifico
para Biofold que permite visualizar la mejor estructura en Chimera siguiendo la paleta de colores
de AlphaFold. El visor se trata de un método que genera un script de Chimera, donde se abre
el archivo de la estructura, se selecciona la paleta de colores de AlphaFold, se esconden los
atomos y se muestran las estructuras con ribbon. Posteriormente se llama a Chimera para abrir

la estructura en la pantalla.

2.4.5. Tests

Para asegurar el correcto funcionamiento de los protocolos, se han creado tests para los
protocolos de ejecucion local. Los fests se ejecutan sobre una estructura descargada por defecto
en Scipion para asegurar que las herramientas se ejecutan de forma correcta y aparecen las
estructuras como objetos de salida. El plugin incluye un fest por modelo y todos siguen la misma
estructura. Primero se importa la secuencia mencionada previamente, y posteriormente se aplica
el protocolo especifico de ese fest sobre ella, reduciendo el niimero de pasos para que no consu-

man muchos recursos y se ejecuten de forma eficiente. Estos fests se pueden ejecutar a la vez con
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el comando scipion3 tests biofold.tests o individualmente especificando el nombre

del fest tras el comando anterior (por ejemplo scipion3 tests biofold.tests.TestChai.

2.5. Casos de uso

Para probar el plugin se han realizado tres casos de uso con distintas estructuras para
comparar las predicciones de cada herramienta. El disefio del proyecto consiste en importar una
estructura con el protocolo import atomic structure paratener unaestructura de referencia,
aquella que se encuentra en RCSB PDB [42]. De esta misma base de datos se descarga el
archivo FASTA de la estructura de estudio para utilizar como entrada en los protocolos. Para la
ejecucion de las herramientas, AlphaFold3 serd ejecutado en el servidor web y posteriormente
importado a Scipion con el protocolo de Biofold import structure predictions, mientras
que las otras herramientas serdn ejecutadas localmente en Scipion. Por ultimo se emplea un
protocolo del plugin de Chimera, llamado find discrepancies, que indica diferencias entre
estructuras [43]].

Para realizar el anélisis se han empleado tres estructuras con distintas caracteristicas para
comprobar la eficacia de las herramientas resolviendo distintas estructuras. La primera estructura
es MAP2K6 (del PDB 9M1Z), que tiene funcidn transferasa y una tnica cadena [44]]. La segunda
estructura se trata de una ADN-liasa OGG1(WT) (con PDB 9NZ9) [45]]. Esta estructura fue
escogida ya que estd unida a un fragmento de ADN, por lo que se utilizaré para ver la capacidad
de las herramientas para posicionarlo en el surco de unién. Por dltimo, se utiliz6 la proteasa
NS2B-NS3 del virus Zika (en PDB 9QS2), ya que se trata de un complejo, con una cadena de 53
aminodcidos y otra de 176, por lo que nos sirve como complejo proteico simple [46]. La Figura

muestra las estructuras de referencia de estas moléculas.

Figura 10: Estructuras de referencia para el andlisis (A: 9M1Z, B: 9NZ9, C: 9QS2).
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2.5.1. Estructura del proyecto

Como se ha mencionado previamente, en el proyecto se van a emplear los protocolos de
Biofold y un par de protocolos adicionales para analizar las estructuras. La Figura |l 1| muestra

el disefio empleado para la estructura 9M1Z, que sera repetido para las otras estructuras.

+ iewt
fdd Labels Organize Refres}

FROJECT

* 9MIZ sequence * biofald - AF3 * Reference 9MIZ
Finished Finished Finished

Figura 11: Estructura del andlisis para 9M1Z.

El disefio se puede dividir en tres grupos, diferenciados con colores en la Figura[l 1] El primer
grupo (con una banda roja) incluye un protocolo de importacion del archivo FASTA (protocolo
rojo mas a la izquierda), un protocolo que importa la estructura 9M1Z del PDB para tener como
referencia (primer protocolo rojo a la derecha), y por dltimo uno que prepara la estructura para
poder ser utilizada en protocolos posteriores (segundo protocolo rojo a la derecha). Este dltimo
protocolo elimina agua y ligandos de la estructura importada. El segundo grupo (con una banda
azul) agrupa los protocolos de Biofold, uno por cada herramienta ejecutada localmente (de
izquierda a derecha Protenix, Boltz-2, Chai-1 e IntelliFold) y otro que importa los resultados de
AlphaFold3 ejecutado externamente (protocolo azul més a la derecha). Por ultimo, el tercer grupo
(con una banda rosa) son los protocolos que utilizan el protocolo find discrepancies para
comparar las estructuras. Este protocolo utiliza Chimera para encontrar diferencias, pudiendo
visualizar las estructuras en Chimera y una grafica de la diferencia de RMSD por aminoacido
o nucledtido. El protocolo es ejecutado tanto inter como intra-herramienta, y necesita una
estructura de referencia. Para los intra-herramienta se ha seleccionado como referencia la mejor
estructura, con el fin de ver como varian las predicciones dentro de una misma herramienta, y
para el inter-herramienta se ha seleccionado como referencia la estructura importada del PDB
(mostradas en la Figura [I0) y se han incluido solamente las mejores predicciones de cada
herramienta.

Para las estructuras 9M1Z y 9QS2 se ha empleado como entrada un objeto Sequence,
habiendo importado previamente el archivo FASTA, y para 9NZ9 se ha utilizado directamente

el archivo FASTA. De esta forma se comprueba que funcionan correctamente dos tipos de
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entrada.

El proyecto completo listo para importar en Scipion se puede encontrar en el

2.5.2. Configuracidon de parametros de ejecucion

Para establecer una comparativa equitativa entre las distintas herramientas, se definieron
parametros homogéneos. Se fijaron 200 pasos de muestreo y 3 ciclos de reciclaje, representando
el estdndar de los modelos de difusion, lo que proporciona un equilibrio en la convergencia
estructural y el tiempo de computacién. Se fijaron un total de 5 modelos de salida en todas
las herramientas, incluyendo la ejecucion en el servidor de AlphaFold3, lo que va a permitir la
identificacion de la mejor prediccion y la evaluacion de la precision intra-herramienta mediante
desviaciones estructurales. Todas las predicciones se realizaron aplicando MSA con el objetivo
de comparar con estructuras experimentales del PDB. Por tiltimo, en los modelos que lo permiten,
se permiti6 el uso de GPU para una répida ejecucion. En el caso de AlphaFold3, se mantuvieron

los pardmetros por defecto de la plataforma.
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3 Resultados

3.1. Implementacion del plugin

El resultado principal de este proyecto es la creacion e integracion del plugin Biofold en el
ecosistema Scipion-chem. Se ha logrado una integracién funcional que permite a los usuarios
acceder a herramientas de prediccion estructural avanzadas sin salir de Scipion, eliminando las
barreras técnicas en la instalacién de cada software individual y la gestion de los archivos de
salida. Biofold ha sido validado, cumpliendo con los estdndares de interoperabilidad de Scipion,
y se han implementado con éxito los protocolos de importacién y ejecucion local, permitiendo

su uso adecuado y fluido en los workflows de biologia estructural.

3.1.1. Interfaz de usuario

Los protocolos se han ordenado de forma l6gica dentro del arbol de protocolos para su iden-
tificacion rapida, proporcionando formularios de pardmetros claros que facilitan la configuracién
basica y el ajuste avanzado de los modelos.

La Figura [I2] muestra a la izquierda el drbol de protocolos de Scipion-chem, donde se
pueden ver los protocolos de Biofold en Protein structure prediction. A la derecha se

muestra un ejemplo de formulario de entrada, especificamente para IntelliFold.
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Figura 12: Arbol de protocolos y formulario de IntelliFold.
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La parte superior contiene pardmetros generales de Scipion, correspondientes al uso de
threads y, en caso de ser posible, GPU. Ademds se puede configurar un sistema de colas donde
se puede habilitar la ejecucion del protocolo en distintos clusters en entornos de HPC. La primera
seccion de entrada permite seleccionar el tipo de objeto del que proviene la cadena (Sequence,
SetOfSequence, AtomStruct o archivo FASTA), seguido de la seleccion del objeto, tipo de
molécula y seleccion de aminodcidos o nucledtidos especificos en caso de querer subsecuencias
especificas. El cuadro de texto List of inputs almacenard una breve descripcion de las secuencias
seleccionadas una vez se dé al boton Add input, por lo que es posible almacenar mds de una
secuencia provenientes de distintos objetos.

En la seccion de pardmetros, se muestran los pardmetros bésicos (sin resaltar) y los avan-
zados (resaltados en gris), ademds de la eleccion del modelo especifico en este caso. Todos los
parametros cuentan con un botén de ayuda (simbolo ? a la derecha), al igual que el protocolo
(Help en la esquina superior derecha), donde se muestra una breve descripcion para ayudar al

usuario.

3.1.2. Manejo de objetos

Tras la ejecucion de un protocolo, se muestran en la parte inferior de la pantalla los objetos
de entrada y salida, como se menciona en secciones anteriores. Se ha verificado que todos los
protocolos proporcionan estos objetos (AtomStruct y SetOfAtomStructs) para poder utilizar
las estructuras en otros protocolos de Scipion.

La Figura [I3] muestra un ejemplo, donde se puede ver como el protocolo de Protenix
proporciona los objetos correspondientes, que pueden ser utilizados como entrada para otros
protocolos. Ademads en la seccidon Summary se puede observar el resumen de la puntuacion de

cada prediccion, como se ha mencionado anteriormente.

3.2. Funcionamiento de protocolos

Para evaluar la robustez de la implementacidn, se realizaron varias pruebas de ejecucion
con distintas moléculas. Se prestd especial atencién a la gestion de archivos temporales, uso de
recursos de hardware y capacidad de recuperacion ante errores.

Durante las ejecuciones, se confirmd la creaciéon automética de los archivos JSON y YAML

necesarios para la inferencia, sin errores de formato o sintaxis. Estos archivos se almacenan en el

26



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas
biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos
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Figura 13: Objetos entrada y salida de protocolo Protenix.

directorio del trabajo de cada protocolo, accesible a través del boton Browse en la parte superior
de la interfaz.

Se validé que el sistema de colas de Scipion gestiona de forma adecuada la ejecucion gradual
de las herramientas. Esto permite que el sistema maneje la carga de trabajo de manera eficaz,
evitando el desbordamiento de la memoria VRAM. Por ultimo, la captura de logs detallados
permite al usuario monitorizar el progreso de la prediccion en tiempo real. En caso de fallo en
la herramienta externa, Scipion detiene la ejecucion, marca el protocolo en rojo y almacena el

mensaje de error especifico, facilitando asi la depuracion de la tarea.

3.3. Casos de uso

Para el disefio del proyecto se siguid la estructura descrita en la seccion anterior, que
incluye protocolos de importacidn, los protocolos de ejecucion local de Biofold y por dltimo la

comparacion de modelos con find discrepancies. El proyecto completo puede encontrarse

en el[Anexo Al

3.3.1. 9M1Z

La primera estructura analizada es MAP2K6 (PDB 9M17), que aparece con una etiqueta
roja en el proyecto completo.

La Tabla [6] muestra la puntuacién obtenida por cada estructura predicha por los distintos
protocolos. La puntuacién no es comparable entre herramientas ya que cada una utiliza una
métrica interna distinta, sin embargo, puede ser utilizada para comparar estructuras dentro de

cada herramienta. En el caso de AlphaFold3, la métrica se basa en el pLDDT medio en una
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escala de 0 a 100, mientras que en las otras herramientas se basan en estimaciones del TM-score
entre O y 1. En todas las herramientas una puntuacién mds alta indica que el modelo es mejor,

subrayadas en la tabla.

AlphaFold3 Chai-1 Protenix Boltz-2 IntelliFold

Modelo 1 80.45 0.1700  0.1685 0.829 0.660
Modelo 2 80.07 0.1731 0.1685 0.826 0.645
Modelo 3 80.79 0.1730  0.1684 0.825 0.659
Modelo 4 80.05 0.1714  0.1684 0.823 0.664
Modelo 5 79.86 0.1729  0.1682 0.819 0.684

Tabla 6: Puntuacién de cada herramienta para las estructuras predichas de 9IM1Z.

Con estos resultados podemos observar que el mejor modelo no siempre es el primero, y
para esta estructura la puntuacién de los modelos no varia mucho, por lo que se puede concluir
que los modelos no varian mucho intra-herramienta.

La Figura muestra las mejores estructuras de cada herramienta con los colores ba-

sicos de AlphaFold3 (donde azules indican confianza, mientras que naranjas y rojos indican

desconfianza), obtenidos con el viewer del protocolo.

Figura 14: Mejores estructuras de cada herramienta (A: AlphaFold3, B: Chai-1, C: Protenix, D: Boltz-2,
E:IntelliFold) para 9M1Z.

Se puede observar como las estructuras A, C y E, correspondientes a las herramientas
AlphaFold3, Protenix e IntelliFold, presentan el extremo flexible orientado hacia fuera de la
estructura, sin embargo, las figuras B y D presentan este extremo hacia dentro de la estructura,

y con mayor confianza, ya que estdn en amarillo en lugar de en naranja.
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La Figura[I5|muestra las predicciones de AlphaFold3 alineadas con el protocolo de Chimera,
dénde verde oscuro muestra regiones cuyo RMSD entre modelos no varia mucho, y las blancas
indican regiones cuyos RMSD varian significativamente. Las comparaciones se han realizado

contra la estructura de referencia de AlphaFold3, aquella con mayor puntuacion en la Tabla [6]

Figura 15: Diferencia estructural de los modelos de AlphaFold3 frente a estructura de referencia para OM1Z.

La Figura [16] muestra las diferencias de RMSD por aminodcido de las estructuras de
AlphaFold3, donde se puede observar que tiene valores bajos en casi toda la estructura, menores
de 4 A, salvo en los extremos (los aminodcidos del 0 al 34 y a partir del 331). En estas regiones
se pueden observar valores dispares en cuanto a posicién atbmica con la estructura de referencia,
especialmente en los primeros aminodcidos, donde se alcanza 104 A, variacién que se puede
observar también en la Figura[I3] correspondiente a la parte blanca de la estructura.

Gracias a la leyenda con colores se puede ver que el modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla[6)) es
el que mds difiere en los primeros aminodcidos, seguido del modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla[6),
mientras que el que mds difiere en los tltimos aminoécidos es el modelo 3 (Modelo 4 en la[6).

Las figuras y el andlisis de las diferencias estructurales de los modelos predichos por las otras
herramientas se pueden observar en el junto a las graficas de las diferencias de RMSD.
En el andlisis intra-herramienta se puede observar como las herramientas AlphaFold3, Protenix
e IntelliFold generan modelos muy parecidos estructuralmente, salvo los extremos flexibles, que
tienen diferencias de RMSD grandes, mientras que el resto de la estructura no llega a tener mas
de 5 A de diferencia con la referencia en ningdn aminoécido, salvo una zona especifica de los
modelos de IntelliFold. Chai-1 y Boltz-2 para la estructura 9M1Z genera modelos ligeramente

distintos a la referencia en més zonas aparte de los extremos flexibles, especialmente Boltz-2, sin
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Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
Chain A

RMSD

Residue ID

Figura 16: Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de AlphaFold3 frente a estructura de referencia

para OM1Z.

embargo, las diferencias de RMSD no son mayores de 12 A. Ademds, fijandose en la puntuacién
de los modelos de la Tabla [6] no se encuentran diferencias de puntuacién notables entre los

modelos dentro de cada herramienta.

Por ualtimo se aplicé el protocolo find discrepancies a los mejores modelos de cada
herramienta utilizando como referencia la estructura descargada del PDB [44]]. La Figura
muestra las estructuras alineadas en Chimera, donde se puede observar que las zonas flexibles de
los extremos parecen ser las que mayor diferencia presentan frente a la estructura de referencia.

Ademads, hay regiones que aparecen pintadas en verde claro en las zonas centrales de la estructura.

Figura 17: Diferencia estructural de los mejores modelos de 9M1Z frente a estructura de referencia.
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La Figura [I8 muestra las diferencias de RMSD por aminodcido frente a la estructura de
referencia. Los aminodcidos del 0 al 38 y aquellos del final no aparecen con valores de RMSD
ya que en las estructuras subidas a PDB, no se suelen afiadir las partes flexibles de los extremos
debido a que son las mas complicadas de obtener y no se tiene una estructura clara de ellas. En la
gréfica se puede observar que en los primeros aminodcidos se obtienen valores cercanos a 23 A,
zonas que serian justo la continuacién de los aminodcidos blancos de la Figura[I7] Ademads hay
dos rangos de aminodcidos con diferencias notables en todos los modelos, del 83 al 101 y del
191 al 236 aproximadamente, donde se alcanzan valores cercanos a 15 A. Se pueden observar
diferencias en casi toda la estructura, salvo algunas regiones que apenas llegan a los 2 A, y no
se podria concluir exactamente cudl es el modelo mds similar o mds dispar con la estructura de
referencia. Hay una zona de interés entre los aminodcidos 200 y 210 aproximadamente donde
se ve una linea recta que los une, esto se debe a que esta region de la estructura de referencia no
aparece en el archivo PDB, igual que los extremos. Esta region se puede observar de forma facil

en la Figura[I0JA, donde hay una parte en el centro de la imagen que aparece en discontinua.

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)

Chain A —— model_00_model 01 IntelliFold

15

RMSD

10 '

Residue ID

Figura 18: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de 9M1Z frente a estructura de referencia.

3.3.2. 9NZ9

La segunda estructura analizada es la ADN-liasa OGG1 (PDB 9NZ9), con una etiqueta
naranja en el proyecto completo.
La Tabla [/ muestra las puntuaciones de los modelos para cada herramienta. En este caso

se puede observar de nuevo que las mejores estructuras no son siempre las primeras, y para
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AlphaFold3 Chai-1 Protenix Boltz-2 IntelliFold

Modelo 1 96.86 09436  0.9624 0.978 0914
Modelo 2 96.58 09436  0.9623 0.978 0.919
Modelo 3 96.57 0.9440  0.9623 0.977 0.917
Modelo 4 96.30 0.9433  0.9623 0.977 0.920
Modelo 5 96.55 0.9435  0.9623 0.977 0.916

Tabla 7: Puntuacién de cada herramienta para las estructuras predichas de 9NZ9.

este caso especifico, se repiten puntuaciones entre modelos, especialmente en Protenix, donde
cuatro modelos comparten la misma puntuacién. Las puntuaciones intra-herramienta no varian
mucho, apenas unos decimales de diferencia entre la mejor y la peor puntuacion, e incluso en
Protenix y Boltz-2 se presentan s6lo dos puntuaciones, la mdxima y otra que se comparte entre
los demds modelos.

La Figura[I9muestra los mejores modelos de cada herramienta. Todas las estructuras mues-
tran confianza en toda la estructura proteica, salvo en los extremos y las regiones flexibles, donde

presentan menos confianza. Ademads la estructura de AlphaFold3 presenta menos confianza en

la doble hélice que las otras herramientas y es la que presenta la hélice mds distinta de todas.

Figura 19: Mejores estructuras de cada herramienta (A: AlphaFold3, B: Chai-1, C: Protenix, D: Boltz-2,
E:IntelliFold) para 9NZ9.

Las figuras y el andlisis de las diferencias estructurales intra-herramienta para la estructura
9NZ9 se pueden observar en el junto a las gréficas de las diferencias de RMSD. En el
andlisis intra-herramienta se puede observar que AlphaFold3 presenta las cadenas A, B 'y C con

apenas diferencias de RMSD, sin embargo en la cadena D presenta diferencias de hasta 25 A.
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Las herramientas Chai-1, Boltz-2 e IntelliFold obtienen modelos de salida muy parecidos, salvo
regiones puntuales dénde el RMSD puede llegar a alcanzar hasta 5 A de diferencia. Por tltimo,
Protenix presenta modelos muy parecidos donde las diferencias de RMSD apenas alcanzan los
1.2 A, pese a tener los modelos la misma puntuacién.

Al aplicar el protocolo de find discrepancies con la estructura del PDB como referen-
cia, junto con las mejores estructuras de cada herramienta, se observan diferencias notables en
el posicionamiento de la doble hélice, como se muestra en la Figura [20] [45]]. Ademads se puede
observar un nucleétido colocado hacia el exterior de la hélice por Chai-1, coloreado en blanco

en el centro de la estructura.

Figura 20: Diferencia estructural de los modelos de 9NZ9 frente a estructura de referencia.

En la Figura [21] se muestran las diferencias de RMSD con la estructura de referencia del
PDB. En la cadena A se observan diferencias especialmente en el extremo inferior, con hasta
6.8 A en el modelo de AlphaFold3, y una regién del aminoécido 67 al 78 donde se alcanzan
diferencias de 6 A para el modelo de Chai-1, con Protenix presentando la menor diferencia
con menos de 3 A. En general, la cadena A no presenta diferencias notables, y las diferencias
que hay, son compartidas por todos los modelos, salvo la regién de los aminoécidos del 276 al
287, donde solo el modelo de IntelliFold presenta diferencias apenas notables con casi 2.5 A
de diferencia. Las cadenas B y C no tienen diferencias altas con la estructura de referencia, sin
embargo la cadena D si presenta diferencias notables en el modelo de AlphaFold3, con hasta 19
A de diferencia, y el modelo de IntelliFold que alcanza en su diferencia méxima casi 10 A. Para
ONZ9 se puede concluir que el modelo de AlphaFold3 es el que mayor diferencia tiene con el

de referencia, en especial la doble hélice, donde se puede observar en la Figura[I9A que es la

33



Comparativa de la precision en la prediccion de estructuras de macromoléculas
biolégicas a partir de secuencias de aminodcidos

herramienta que menor confianza tiene para esta region.

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)

RMSD

Figura 21: Diferencias en el RMSD por aminoécido de modelos de 9NZ9 frente a estructura de referencia.

3.3.3. 9052

La dltima estructura es la proteasa NS2B-NS3 del virus Zika (PDB 9QS2), con la etiqueta

amarilla en el proyecto completo.
En la Tabla 8] se muestra la puntuacion de cada modelo por herramienta, donde, de nuevo,

no hay mucha diferencia en las puntuaciones, que apenas varia unos decimales.

AlphaFold3 Chai-1 Protenix Boltz-2 IntelliFold

Modelo 1 91.87 0.8677  0.8956 0.879 0.807

Modelo 2 91.88 0.8671  0.8956 0.871 0.796
Modelo 3 91.84 0.8675  0.8955 0.871 0.802
Modelo 4 91.78 0.8674  0.8954 0.871 0.798

Modelo 5 91.80 0.8670  0.8954 0.867 0.802

Tabla 8: Puntuacion de cada herramienta para las estructuras predichas de 9QS2.

La Figura[22|muestra los mejores modelos de cada herramienta. Todos presentan una regién
central que parece tener mayor confianza (en azul oscuro) mientras que a medida que se llega a
los extremos, presentan menos confianza (en amarillo). De nuevo se observa que Boltz-2 trata

de integrar los extremos en la estructura en vez de colocarlos hacia el exterior.
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Figura 22: Mejores estructuras de cada herramienta (A: AlphaFold3, B: Chai-1, C: Protenix, D: Boltz-2,
E:IntelliFold) para 9QS2.

Las figuras y el anélisis de las diferencias estructurales de las otras estructuras para 9QS2 se
pueden observar en el junto a las graficas de las diferencias de RMSD. El andlisis intra-
herramienta demostré que la zona dénde més difieren los modelos son los extremos, alcanzando
hasta 60 A en uno de los modelos de IntelliFold. Todas las herramientas presentan la misma
tendencia, donde la mayoria de la estructura apenas alcanza 3 A de diferencia salvo en los
extremos.

Al aplicar find discrepancies sobre las mejores estructuras de cada herramienta con

la referencia de PDB, se obtuvieron los resultados de las Figuras 23]y 24] [46].

Figura 23: Diferencia estructural de los modelos de 9QS?2 frente a estructura de referencia.

En la Figura 23] se muestra la representacion en Chimera, donde los extremos aparecen en

blanco, indicando que difieren de la estructura de referencia, sin embargo, esto se puede deber
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a que estos extremos no se incluyen en la estructura de referencia, ya que en la Figura [24]1a
cadena A comienza en el aminodcido 7, y la cadena B en el 17 aproximadamente. La cadena A
apenas muestra diferencias, ya que no llega a alcanzar 1 A ni en los extremos, sin embargo, la
cadena B si que muestra mds diferencias. El extremo inferior muestra un RMSD de hasta 6 A en
los aminoécidos del 27 al 33, especialmente en los modelos de AlphaFold3, Protenix y Boltz-2,
mientras que Chai-1 e IntelliFold no llegan a 3 A. A lo largo de la cadena y en el extremo
superior no se alcanzan mds de 1.6 A, por lo que los modelos si se parecen a la referencia en

estas zonas.

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)

Chain B — model_00_model_01_inteliFold
6 model_00_model 02_Chai

RMSD

Chain A

Residue ID

Figura 24: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de 9QS2 frente a estructura de referencia.

3.4. Analisis y observaciones

El andlisis de las tres estructuras permite extraer conclusiones sobre el rendimiento y el
comportamiento predictivo de las herramientas integradas en el plugin Biofold. En todas las
ejecuciones se ha observado que los cinco modelos generados por una misma herramienta
presentan una topologia central casi idéntica, con variaciones minimas (inferiores a 2-3 A). Las
variaciones se concentran en regiones desordenadas, loops y extremos terminales, demostrando
la estabilidad de los algoritmos de muestreo, donde el ruido de la difusion altera la flexibilidad
local pero mantiene el plegamiento principal.

Se demuestra que las puntuaciones internas no muestran oscilaciones abruptas dentro de un

mismo grupo de modelos, sin embargo, en herramientas como Chai-1 y Boltz-2, una estructura
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idéntica puede recibir menor puntuacién por las penalizaciones probabilisticas latentes del
estimador de confianza.

Mientras que para el monémero (9M1Z) o el complejo proteico (9QS2) las herramientas
obtuvieron modelos muy préximos a la realidad del PDB, para la ADN-liasa (9NZ9) se obtu-
vieron modelos mds divergentes. AlphaFold3 e IntelliFold obtuvieron desviaciones de RMSD
mas altas (hasta 19-25 A) en la doble hélice, regiones donde la confianza descendi6 en los
indices locales. Sin embargo, Protenix o Chai-1 demostraron mayor robustez en el modelado de
interfaces proteina-acido nucleico.

Estos casos de uso han destapado un factor critico en la biologia estructural, las discrepancias
de RMSD masivas en los extremos no siempre implican un error de la inteligencia artificial. En
la mayoria de ocasiones, se debe a que estas regiones carecen de densidad electrénica en los

experimentos, por lo que estdn ausentes en los archivos depositados en el PDB.

3.5. Comparativa cuantitativa global de herramientas

La Tabla [9 muestra una serie de pardmetros obtenidos para cada herramienta al comparar
las mejores predicciones con las estructuras de referencia descargadas del PDB. Los bloques en
los que se han obtenido diferencias de 0 A se han omitido para realizar esta comparativa, ya
que significan ausencia de datos. La columna de tiempo refleja el tiempo total que tarda cada
protocolo en procesar todos los pasos. Para AlphaFold3 se ha puesto una raya (—) ya que, al
usar su servidor web, no se tiene control total de tiempo ni listas de espera.

En el caso de 9M1Z, los valores medios de RMSD se encuentran entre 2.28 y 2.53 A, por
lo que no varian mucho. Sin embargo, el RMSD méximo alcanza los 25 A en Chai-1, fenémeno
asociado a la flexibilidad de los extremos. La coincidencia de los residuos con valores de RMSD
minimos en AlphaFold3 y Chai-1, y en Boltz-2 e IntelliFold sugiere una convergencia robusta
en la estructura secundaria. Esta concordancia geométrica se aprecia en la Figura 25| donde el
nucleo globular de todos los modelos se acopla casi a la perfeccion sobre la referencia en gris,
mientras que los extremos desordenados divergen de forma aleatoria en el espacio. AlphaFold3
aparece en azul, Chai-1 en rosa, Protenix en amarillo, Boltz-2 en salmén e IntelliFold en verde.

Para 9NZ9, que incluye multiples cadenas incluyendo la doble hélice, se observan valores
bajos de RMSD medio salvo para AlphaFold3, ya que si recordamos la Figura[21] es el modelo que
presenta mayor diferencia en la cadena D, afectando a este valor medio. Las otras herramientas

presentan valores similares en los demds pardmetros, localizandose el residuo minimo siempre
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Caso Herramienta RMSD Med (A) RMSD Mix (A) RMSD Min (A) Res. Min Tiempo
AlphaFold3 2.2858 21.7021 0.1016 143 -
Chai-1 2.2891 25.4921 0.0847 143 4> 27
IM1Z Boltz-2 2.5298 18.7008 0.0822 288 2’ 36”
Protenix 2.3789 19.5879 0.0545 246 2> 40~
IntelliFold 2.5221 19.3212 0.0387 288 3 34”
AlphaFold3 1.2582 18.9397 (D:1) 0.0131 (a:51) A:51 -
Chai-1 0.4851 6.3454 (A:1) 0.0459 (A:275) A:275 6’137
INZ9 Boltz-2 0.4856 4.9964 (A:D) 0.0397 (A:41) A4l 3’167
Protenix 0.4184 5.1999 (A:1) 0.0376 (A:171) A:171 37207
IntelliFold 0.6974 9.3405 (D:13) 0.0380 (A:198) A:198 3’38~
AlphaFold3 0.2688 5.9533 (B:29) 0.0157 (A:4D) A4l -
Chai-1 0.3564 2.4836 (B:30) 0.0593 (A:27) A:27 6’ 15~
9QS2 Boltz-2 0.3204 5.5003 (B:29) 0.0365 (B:78) B:78 2’417
Protenix 0.3410 5.5120 (B:29) 0.0410 (B:48) B:48 2’13~
IntelliFold 0.2943 2.5132 (B:30) 0.0099 B:41) B:41 4’ 00”7

Tabla 9: Comparativa cuantitativa global de rendimiento y precisién estructural de las herramientas en los tres

casos de uso.

Figura 25: Visualizacién de superposicion multiple para 9M1Z. Estructura de referencia del PDB en gris y los

mejores modelos de cada herramienta superpuestos en distintos colores
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en la cadena A. Estos valores indican que las herramientas predicen la estructura proteica con
mayor precision y confianza que las interfaces de dcidos nucleicos. De nuevo se pueden observar
estas diferencias superpuestas sobre la estructura de referencia en la Figura [26] con los mismos

colores que el caso anterior.

Figura 26: Visualizacién de superposicion miltiple para 9NZ9. Estructura de referencia del PDB en gris y los

mejores modelos de cada herramienta superpuestos en distintos colores

Por ultimo, la estructura 9QS2 muestra los valores medios de RMSD mas bajos de los
tres casos de uso. Todas las herramientas presentan la mayor diferencia de RMSD concentrada
en los residuos B:29 o B:30, exhibiendo valores maximos contenidos en comparacién con
los presentados en OM1Z o INZ9. Los residuos con valores minimos de RMSD varian entre
las herramientas: mientras que AlphaFold3 y Chai-1 lo presentan en la cadena A, las demas
herramientas lo localizan en la cadena B, aunque ningtn algoritmo coincide en el residuo
especifico. La Figura 27| muestra estas diferencias con distintos colores sobre la estructura de

referencia en gris.

Figura 27: Visualizacién de superposicién mdltiple para 9QS2. Estructura de referencia del PDB en gris y los

mejores modelos de cada herramienta superpuestos en distintos colores
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4 Discusion y perspectivas futuras

4.1. Alcance metodoldgico y evaluacion de las capacidades

predictivas

Los resultados obtenidos por los tres casos de uso ofrecen datos suficientes para sacar
conclusiones sobre las herramientas integradas en Biofold. Sin embargo, hay que recalcar que
las observaciones discutidas son exclusivas para este proyecto, y no deben ser generalizadas

como leyes universales aplicables a cualquier familia de proteinas y macromoléculas.

Uno de los hallazgos mds importantes al analizar el RMSD por residuo en estructuras de
IntelliFold o Boltz-2 (con picos superiores a 25-60 A en los extremos), es que estas desviaciones
no representan un fallo exclusivamente de la IA, sino que refleja un choque metodoldgico.
Las herramientas predictivas tratan de predecir la cadena completa, mientras que las estructuras
depositadas en el PDB a menudo carecen de las coordenadas en los extremos debido a la ausencia
de la densidad electrénica en los experimentos. Debido a esto, los usuarios deben interpretar con
cautela estos valores, ya que la baja correspondencia puede ser reflejo de un acierto del modelo

al capturar la flexibilidad y no un error algoritmico.

El comportamiento observado en el caso de la ADN-liasa (PDB 9NZ9) plantea un debate
técnico. El hecho de que herramientas consolidadas como AlphaFold3 muestren grandes desvia-
ciones en la doble hélice (19-25 A), frente a valores estables observados en otros modelos como
Protenix o Chai-1, demuestra que el rendimiento de estas herramientas viene influenciado por
sesgos moleculares y conceptuales de sus datos de entrenamiento. Esto sugiere que actualmente
no existe un predictor universal, sino que algunos modelos han madurado en el reconocimiento
de las interacciones con ligandos o 4cidos nucleicos mientras que otros destacan en el nucleo

globular peptidico.

De igual manera, el andlisis del complejo de la proteasa del Zika (PDB 9QS2) destapa un
fendmeno de consenso algoritmico de gran interés. El hecho de que tres de las herramientas
(AlphaFold3, Boltz-2 y Protenix) concentren su mdxima desviacion exactamente en el residuo
29 de la cadena B, mientras que las otras dos (Chai-1 e IntelliFold) lo ubiquen en el residuo
contiguo 30 bajando el error a la mitad, evidencia como regiones intrinsecamente flexibles en

las interfaces moleculares pueden bifurcar las soluciones topoldgicas de las redes neuronales.
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Esto demuestra que la consistencia de estas topologias centrales convive con las penalizaciones
en los estimadores de confianza. Esto es critico, ya que los usuarios no deben guiar su toma
de decisiones tnicamente por la puntuacién numérica, sino que deben visualizar las estructuras

para validar una prediccion.

4.2. Ventajas de la integracion en Scipion-chem

Hasta el momento, Scipion estaba limitado al uso de estructuras ya conocidas y depositadas
en bases de datos experimentales. La incorporacién de herramientas de prediccion estructural
soluciona el problema cuando se desea trabajar con proteinas o complejos cuya estructura

tridimensional es desconocida, partiendo unicamente de su secuencia.

El plugin de Biofold supone una gran ventaja, no solo para poder trabajar en Scipion con
estructuras desconocidas, sino que al integrar protocolos de ejecucion local y de importacion,
permite el uso sencillo de distintas herramientas predictivas sin necesidad de cambiar constan-
temente de entornos o de importar y exportar archivos especificos. La instalacion es sencilla y

rapida, integrandose adecuadamente en el entorno de Scipion para facilitar el uso de los usuarios.

Precisamente, la ventaja diferencial de Biofold radica en mitigar la incertidumbre predictiva
descrita en los casos de uso; al unificar los cinco protocolos bajo un workflow idéntico, se concede
al investigador la capacidad de realizar validaciones cruzadas y comparativas ortogonales sin
coste técnico, explotando las fortalezas especificas de cada herramienta (como la robustez de
Protenix en 4cidos nucleicos o la afinidad local de IntelliFold en loops) en funcién de la naturaleza

de su sistema de estudio.

En el caso del protocolo de importacion, solo es necesario descargar el archivo comprimido
de los servidores web, facilitando a los usuarios el uso de estas estructuras evitando la busqueda
de archivos en directorios locales complejos. Adicionalmente, los protocolos de ejecucion local
solamente requieren de secuencias de entrada y pardmetros simples para poder realizar las
predicciones, eliminando la necesidad de interactuar con la linea de comandos o conocer la
sintaxis exacta de los ejecutables originales. Finalmente, la estandarizacion de salidas en objetos

de Scipion permite que los modelos puedan ser empleados en andlisis posteriores.
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4.3. Limitaciones actuales

A pesar de que estos modelos de inteligencia artificial pueden ejecutarse utilizando sola-
mente CPU, tardan mds tiempo. Para una inferencia eficiente, se requiere de GPUs con gran
potencia, ademds de un almacenamiento masivo para los modelos descargados de cada herra-
mienta. Si el usuario no tiene acceso a estos recursos, el potencial de los protocolos de ejecucion
local es limitado, sin embargo, el protocolo de importacién permite seguir utilizando prediccio-
nes estructurales directamente importadas desde servidores locales, por lo que Biofold no limita
su uso exclusivamente a usuarios con recursos de hardware.

Una limitacion de estos modelos es su funcionamiento interno, pese a que en la mayoria
de casos el cédigo fuente es publico, el funcionamiento interno de las redes neuronales no es
sencillo de interpretar por la mayoria de usuarios. Este problema se acentiia en herramientas
como AlphaFold3, cuyas restricciones comerciales restringen el acceso libre a su codigo y

limitan su uso local.

4.4. Posibles lineas futuras

Para seguir mejorando el funcionamiento de Biofold, se plantea la inclusion de herramientas
que faciliten la comparacién directa de los modelos, como un protocolo de puntuacion propio de
Scipion que unifique las métricas de confianza internas bajo un mismo baremo matematico. Ade-
mads, la estructura modular de Scipion permite la inclusién de nuevas herramientas predictivas,
asi como la compatibilidad con otros servidores web de prediccion.

Actualmente, los protocolos no permiten la entrada de ligandos para las predicciones, pese a
que las herramientas lo permiten. Esto se debe a que Scipion-chem ya incluye una gran variedad
de herramientas de docking molecular, por lo que para este proyecto, el principal interés era la
prediccion estructural, no el docking. Sin embargo, seria interesante afiadir la opcidén de incluir
la entrada de ligandos para comparar con otras herramientas de docking tradicionales.

Por ultimo, a nivel académico y metodolégico, resulta de interés generar un benchmark
masivo utilizando estructuras del PDB frente a estas cinco herramientas. Esto permitiria evaluar
de forma estadistica el potencial predictivo y los sesgos de cada algoritmo ante diferentes familias

de proteinas.
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5 Conclusiones

Se ha disefiado, programado e implementado con éxito el plugin Biofold dentro de Scipion-
chem, logrando la unificacién de cinco herramientas de prediccidn estructural basadas en inte-
ligencia artificial mds avanzadas del estado del arte: AlphaFold3, Chai-1, Protenix, Boltz-2 e
IntelliFold.

La interfaz grifica de Scipion ha permitido el desarrollo eficaz del plugin, gestionando
archivos auxiliares, la configuracion de pardmetros y la sintaxis de ejecucion. Esto democratiza
el acceso a herramientas bioinformaticas complejas, eliminando la necesidad de interactuar con
la linea de comandos o configuracién de entornos virtuales independientes.

Gracias a la dualidad del plugin (importaciones o ejecucion local), Biofold se consolida
como una solucidn versatil. Permite el maximo rendimiento computacional en entornos de alta
computacion, y ofrece una alternativa viable para usuarios con recursos de hardware limitados.

Se ha validado la integracién del flujo de datos en Scipion mediante la conversion de las
salidas en objetos estandar de la plataforma. Esto garantiza que los modelos generados por las
herramientas de prediccion puedan encadenarse con otros protocolos. La combinacién de los
protocolos de Biofold con el protocolo find discrepancies permite discriminar y mapear
con precision las diferencias sutiles de puntuacién y las variaciones de RMSD frente a estructuras
experimentales del PDB.

Por dltimo, los casos de uso reales confirman la solidez del plugin al procesar desde moné-
meros sencillos a estructuras complejas con dcidos nucleicos. Ademas, el workflow demostré una
gran madurez metodoldgica al mostrar que las discrepancias grandes de RMSD en los extremos
se deben a limitaciones de los archivos del PDB y no a fallos en la prediccion de la herramienta,
evidenciando la necesidad de contar con una plataforma con multiples herramientas que permita
identificar puntos de consenso estructural e inestabilidad local en interfaces macromoleculares

complejas.
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7 Anexo A: Repositorios

7.1. Codigo fuente de scipion-chem-biofold

El cédigo fuente del plugin estd disponible de forma publica en GitHub, dentro de la

organizacion de Scipion-chem, al cual se puede acceder a través de este enlace[ﬂ

7.2. Proyecto de analisis

La carpeta con el proyecto y los datos de los casos de uso esta disponible en un repositorio
de GitHut?]
La estructura del proyecto se organiza en directorios siguiendo el estindar de los proyectos

de Scipion. El propésito de cada carpeta se detalla a continuacion:

data: Contiene los archivos de datos utilizados en el proyecto, incluyendo los archivos com-
primidos descargados del servidor de AlphaFold3 y las secuencias de las estructuras

en formato FASTA.

Logs: Almacena los registros de ejecucion (logs) del sistema y de los procesos asociados al

proyecto.

Tmp: Destinada al almacenamiento de archivos y datos temporales generados durante las eje-

cuciones.

Uploads: Espacio reservado para almacenar de forma flexible archivos auxiliares aportados

por el usuario.

Runs: Constituye el ndcleo de ejecucion, ya que almacena todos los protocolos contenidos en
el proyecto. El nombre de cada subdirectorio combina un identificador unico (ID)
junto con el nombre del protocolo correspondiente. En su interior se guardan los
archivos especificos de cada ejecucion, tales como datos auxiliares, metadatos de los

resultados e informacidn critica definida por los desarrolladores.

'URL completa: https://github.com/scipion-chem/scipion-chem-biofold
ZURL completa: https://github.com/blanca-pueche/Biofold_tfm
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8 Anexo B: Analisis de casos de uso

Este anexo recopila el andlisis estructural intra-herramienta detallado y las métricas de
desviacion para los diferentes casos de uso abordados en la memoria.

Antes de proceder con la evaluacion, se deben tener en cuenta dos criterios metodoldgicos:

1. Seleccion de referencia: Se utiliza la estructura con mayor puntuacién de confianza (score)
de cada herramienta. En caso de empate, se selecciona el primer modelo segiin su orden de

salida (por ejemplo, entre el modelo 2 y 3, se toma el 2).

2. Numeracion de los modelos: La numeracion en las figuras y graficos de RMSD corresponde
al identificador secuencial de Scipion (model_1, model_2, etc.). En cambio, en las tablas se
ordenan de mayor a menor segun su puntuacion. Este cambio de criterio genera un desfase

numérico entre imdgenes y tablas que se detalla entre paréntesis en cada seccion.

8.1. 9M1z

8.1.1. AlphaFold3

Las Figuras 5]y [16] muestran las diferencias estructurales de los modelos predichos con el
servidor de AlphaFold3 frente a la estructura de referencia descargada del PDB. Estas gréficas y

visualizaciones ya han sido analizadas y comentadas detalladamente en la seccién de Resultados

(Capitulo 3, pagina 29).

8.1.2. Chai-1

Las Figuras|I]y 2] muestran las diferencias en los modelos predichos por Chai-1 para 9OM1Z.

Se puede observar de nuevo que los extremos parecen ser los que mds diferencias tienen,
ya que aparecen en un verde mds claro. Esta suposicion puede ser confirmada con el grafico de
RMSD, donde se puede observar que las mayores diferencias se encuentran antes del aminodcido
45, llegando a un valor aproximado de RMSD de 50 A en el modelo 1 (Modelo 1 en la Tabla
[6). Las mayores diferencias se encuentran con el modelo 1 y el modelo 3 (Modelos 1y 4
respectivamente en la Tabla[6)), y a diferencia del caso de AlphaFold3, se pueden ver diferencias
en toda la estructura, no solo en los extremos. Ademas, el modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla

[6) es exactamente igual que el modelo de referencia, pese a tener menor puntuacién. Esto se
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Figura 1: Diferencia estructural de los modelos de Chai-1 frente a estructura de referencia para 9M1Z

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
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1
50

J
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Figura 2: Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de Chai-1 frente a estructura de referencia para
OMI1Z.
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debe a que el médulo de prediccion geométrica y el médulo de confianza de Chai-1 actdan de
forma independiente. Aunque la herramienta generd dos estructuras idénticas, el estimador de
confianza introdujo pequefias variaciones matemdticas debido al ruido propio del proceso de
difusién, alterando la puntuacién final en los decimales sin que existan cambios reales en la

proteina.

8.1.3. Protenix

Para este caso se obtuvo la misma puntuacién (0.1685) paralos modelos 1y 2 de la Tabla[6]

por lo que se escogié como referencia el modelo 1, siguiendo la regla mencionada previamente.

Las Figuras [3] y 4 muestran estas diferencias estructurales, donde se obtienen resultados
similares a los de AlphaFold3, con los extremos apuntando hacia fuera de la estructura. El
extremo de los primeros aminodcidos vuelve a tener una diferencia de RMSD mayor que los
finales, con un RMSD de aproximadamente 93 A, siendo el modelo 2 (Modelo 3 en la Tabla@)
el que mas difiere en esta parte, y en general parece que es la que més diferencias tiene con la
estructura de referencia. Ademads, aparece de nuevo un caso similar al anterior donde el modelo
3 (Modelo 4 en la Tabla [6) parece ser la misma estructura que la referencia pero tiene una

puntuaciéon menor.

Figura 3: Diferencia estructural de los modelos de Protenix frente a estructura de referencia para 9OM1Z.
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Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
Chain A
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Figura 4: Diferencias en el RMSD por aminoédcido de modelos de Protenix frente a estructura de referencia para

OMI1Z.

8.1.4. Boltz-2

Las Figuras [5]y [f| muestran las diferencias en los modelos predichos por Boltz-2.

Figura 5: Diferencia estructural de los modelos de Boltz-2 frente a estructura de referencia para 9M1Z.

En la Figura[5]se puede observar que las estructuras parecen estar mas unificadas, sin partes
flexibles orientadas hacia el exterior, y que tiene un color uniforme, sin partes excesivamente
claras o blancas. Si nos fijamos en la grafica de la Figura[f|se puede ver que tiene mas diferencia

de RMSD en toda la estructura, siendo los aminoécidos aproximadamente en los rangos del 23
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Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)

n Chain A
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Figura 6: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de Boltz-2 frente a estructura de referencia para

IMI1Z.

al 34 y del 199 al 240 los que presentan mayor RMSD, llegando a aproximadamente 10 A y 12
A respectivamente. Estos valores son muy inferiores a los obtenidos en las estructuras previas,
lo que concuerda con las estructuras de la Figura[5] En este caso hay diferencias de RMSD con
la estructura de referencia en todos los aminoécidos, sin haber un modelo que parezca idéntico

a la referencia o uno que difiera de ella de forma clara.

8.1.5. |IntelliFold

Las Figuras [7]y [§| muestran las diferencias de los modelos predichos por IntelliFold.

En la Figura[7]se vuelve a ver que hay una parte flexible que se aleja de la estructura, similar
a los casos de AlphaFold3 y Protenix, y en la Figura[§]se observa que de nuevo se trata de los
aminodcidos del 0 al 34, que llegan a obtener un RMSD de 96 A en el caso del modelo 4 (Modelo
4 en la Tabla[6)). Ademads, los aminodcidos finales no presentan las diferencias con el modelo de
referencia como lo hacian en las otras herramientas, sin embargo si que hay diferencias en los
aminodcidos del rango del 199 al 220 aproximadamente, llegando a un RMSD de alrededor de

30 A en todos los modelos.
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Figura 7: Diferencia estructural de los modelos de IntelliFold frente a estructura de referencia para 9M1Z.

RMSD

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)

Chain A

Residue ID

Figura 8: Diferencias en el RMSD por aminoédcido de modelos de IntelliFold frente a estructura de referencia para

OMI1Z.
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8.2. 9NZ9

8.2.1. AlphaFold3

Las Figuras [9]y [I0 muestran las diferencias estructurales entre los modelos predichos por

AlphaFold3 para 9NZ9.

Figura 9: Diferencia estructural de los modelos de AlphaFold3 frente a estructura de referencia para 9NZ9.

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
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Figura 10: Diferencias en el RMSD por aminoédcido de modelos de AlphaFold3 frente a estructura de referencia

para 9NZ9.

Esta molécula contiene tres cadenas de dcidos nucleicos, que son las que mas varian con

la estructura de referencia. Observando sélo la estructura proteica, todo parece ser similar salvo
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uno de los extremos que presenta un tono mads claro de verde, indicando mads diferencia en el
RMSD.

En la Figura [I0] se muestran las diferencias separadas por cadena, siendo la cadena A la
estructura proteica y las B, C y D los dcidos nucleicos. En la cadena A la diferencia de RMSD
es muy baja para todas las estructuras, teniendo el modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla[7)) la mayor
diferencia, sin embargo, el modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla[7)) de nuevo muestra una diferencia de
0 en toda la estructura. Ademads se puede ver claramente que los extremos son los que presentan
valores mds dispares, sin embargo apenas alcanzan valores de 2 A. Las cadenas B y C apenas
muestran diferencias con la estructura de referencia, ni siquiera alcanzando 1.5 A de diferencia.
La cadena D, que es la mds larga de las cadenas de dcidos nucleicos, muestra diferencias de

hasta 20 A en algunos nucleétidos en todos modelos salvo el modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla

7).

8.2.2. Chai-1

Las Figuras I 1]y [I2] muestran las diferencias de los modelos devueltos por Chai-1.

Figura 11: Diferencia estructural de los modelos de Chai-1 frente a estructura de referencia para 9NZ9.

Se puede observar que a simple vista no parece haber mucha diferencia, ya que los colores
de Chimera muestran toda la estructura en un verde oscuro, salvo un dcido nucleico que aparece
en blanco, ya que estd orientado hacia el exterior de la hélice, y una regién de la cadena B que
aparece en verde ligeramente mds claro. En la gréfica, se puede ver que la cadena A presenta

diferencias de RMSD en los extremos y en el rango de aminodcidos del 67 al 78, llegando a
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Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
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Figura 12: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de Chai-1 frente a estructura de referencia para

9NZ9.

presentar un RMSD de 5 A en estas zonas frente a apenas 2 A en el resto de la estructura. Las
cadenas B, C y D apenas presentan diferencias, no llegando a alcanzar 1 A de diferencia, lo que
puede ser observado también en la Figura[IT|a simple vista.

8.2.3. Protenix

Las Figuras [I3]y [I[4 muestran las diferencias estructurales de los modelos de Protenix.

Figura 13: Diferencia estructural de los modelos de Protenix frente a estructura de referencia para 9INZ9.
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Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)

Chain Ehain C Chain D

Figura 14: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de Protenix frente a estructura de referencia para

9INZ9.

No se observan diferencias notables ni en la cadena A, ni en las cadenas de la hélice.
Los valores de RMSD apenas alcanzan los 1.2 A, por lo que los modelos son muy parecidos.
Ademds, en este caso se vuelve a ver que el modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla[7)) es exactamente
igual que la referencia, con RMSD de 0 A en toda la estructura. La cadena B es la que mayor
diferencia presenta, especialmente en el modelo 2 (Modelo 3 en la Tabla [7) presentando una

diferencia de RMSD de 1.2 A en los primeros nucleétidos.

8.2.4. Boltz-2

Las Figuras [I3]y [I6] muestran las diferencias de los modelos de Boltz-2 para 9NZ9.

En Chimera no se observan diferencias notables en la estructura proteica, sin embargo en
la hélice si que se puede observar un ligero cambio entre los modelos, aunque no es excesivo, ya
que todo tiene el mismo tono de verde, indicando que la diferencia de RMSD con la referencia
no es excesiva. En la Figura[I6]se puede ver, sin embargo, que estas diferencias de posicién en
la doble hélice apenas llegan a 1 A de diferencia en la cadena D, ya que en la B y en la C no
alcanzan los 0.5 A.

El modelo que mads difiere en esta parte de la estructura es el modelo 2 (Modelo 3 la Tabla
[7), seguido del modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla[7). En la cadena A, las diferencias mads claras se
encuentran en los extremos de la cadena, alcanzando los 4.2 A aproximadamente en el extremo

superior. Ademds se observan dos regiones en las que hay diferencias claras, en el rango de
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Figura 15: Diferencia estructural de los modelos de Boltz-2 frente a estructura de referencia para 9NZ9.

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
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Figura 16: Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de Boltz-2 frente a estructura de referencia para

ONZ09.
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aminodcidos del 67 al 78, y en el rango del 254 al 287 aproximadamente. En el primero, todos
los modelos salvo el modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla[7)) presentan una diferencia de hasta 2.5
A, mientras que en el segundo rango es el modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla [7) el que presenta
una mayor diferencia, alcanzando apenas 1.2 A.

Como se observa en la Tabla [/ hay dos modelos que presentan una puntuacién mixima
igual, y como se ha explicado previamente, en este caso se ha escogido como referencia el
modelo 1 de esa tabla, mientras que el modelo 2 se ha empleado para realizar el gréfico. El
modelo que presenta la misma puntuacién que la referencia es el modelo 1 (Modelo 2 en la
Tabla[7), que presenta un color azul. En la Figura [16] se puede ver que este modelo no parece
diferir mucho del modelo de referencia, alcanzando apenas una diferencia de 2.15 A en el rango
de aminodcidos del 67 al 78, y tan sé6lo 0.6 A en la cadena D. Esto demuestra que modelos que

han sido asignados la misma puntuacién no tienen por qué ser exactamente iguales.

8.2.5. |IntelliFold

Las Figuras [I7]y [[§| muestran las diferencias en los modelos de IntelliFold.

Figura 17: Diferencia estructural de los modelos de IntelliFold frente a estructura de referencia para 9NZ9.

En Chimera no se observan diferencias notables, sin embargo, en la Figura @ se alcanza
una diferencia de hasta 10.5 A en uno de los extremos. Todos los modelos parecen ser similares,
y solo muestran una ligera diferencia en los aminodcidos del 67 al 78, alcanzando solo 2 A de

diferencia con el modelo 2. Las cadenas B, C y D no presentan diferencias notables.
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Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
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Figura 18: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de IntelliFold frente a estructura de referencia

para 9NZ9.

8.3. 9QS2

8.3.1. AlphaFold3

Los modelos de AlphaFold3 se pueden observar abiertos en Chimera en la Figura La
mayor parte de la estructura parece ser igual, salvo en los extremos flexibles, donde si se puede

ver que hay diferencias en la posicion de los aminoécidos.

Figura 19: Diferencia estructural de los modelos de AlphaFold3 frente a estructura de referencia para 9QS2.

Estas diferencias se pueden observar mejor en la Figura 20} donde hay apenas diferencias,
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tanto en la cadena A como la B, salvo en los extremos, que se alcanzan diferencias de hasta
11 A en la cadena B. Se puede observar de nuevo que el modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla
parece no tener ninguna diferencia con el mejor modelo de AlphaFold3, aun presentando menor
puntuacion. En la cadena A el modelo que parece diferir més es el modelo 3 (Modelo 4 en la
Tabla , pese a no presentar tanta diferencia en los extremos. Sin embargo, en la cadena B, este
modelo es el que presenta mayor diferencia en el extremo inferior y apenas diferencias a lo largo

del resto de la cadena.

Filtered RMSD per residue (Grouped by Chain)
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Figura 20: Diferencias en el RMSD por aminoacido de modelos de AlphaFold3 frente a estructura de referencia

para 9QS2.

8.3.2. Chai-1

Las figuras 21|y 22] muestran las diferencias de los modelos de Chai-1 para 9QS2.

En la representacion en Chimera se puede observar que la estructura difiere en los extremos,
especialmente en los extremos que aparecen a la izquierda, cuyo color es mds claro. La Figura
[22] muestra las diferencias de RMSD, donde de nuevo, el modelo 1 (Modelo 2 en la Tabla [8))
aparece con RMSD de 0 A en toda la estructura. La cadena A presenta valores altos de RMSD
en los extremos, en especial los modelos 2 y 4 (Modelos 3 y 5 en la Tabla [§|respectivamente),
que alcanzan valores de 16 y 37.6 A en el extremo superior respectivamente. Para el valor de
RMSD del modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla[8), se puede ver este cambio en la Figura 21] donde
en la parte derecha, hay una cadena que difiere con el resto, ya que se encuentra hacia abajo, en

vez de hacia arriba. En la cadena B no se muestran diferencias notables salvo en los extremos,
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Figura 21: Diferencia estructural de los modelos de Chai-1 frente a estructura de referencia para 9QS2.
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Figura 22: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de Chai-1 frente a estructura de referencia para

9QS2.
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donde se llega a los 8 A por el modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla .
8.3.3. Protenix

Las Figuras 23|y [24{ muestran las diferencias en los modelos de Protenix.

Figura 23: Diferencia estructural de los modelos de Protenix frente a estructura de referencia para 9QS2.
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Figura 24: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de Protenix frente a estructura de referencia para

9QS2.

En la Figura[23|apenas se notan diferencias, salvo ligeros cambios en los extremos flexibles,

que vienen explicados en la grifica de la Figura [24] donde apenas llegan a alcanzar valores
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de RMSD de 4.6 A en la cadena A y 5.3 A en la cadena B. Ambos valores los presenta el
modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla [§]), que es uno de los modelos que presenta mds diferencia
de puntuacién con el modelo de referencia. En la cadena A, excluyendo los extremos, el valor
mads alto de RMSD es tan solo de 1 A en el modelo 1 (Modelo 2 en la Tabla , por lo que es
casi imperceptible, al igual que en la cadena B, donde el modelo 4 (Modelo 5 en la Tabla
alcanza 1.3 A. De la misma forma que ha ocurrido en otras predicciones, en este caso el modelo

2 (Modelo 3 en la Tabla presenta un RMSD de 0 A en toda la estructura.

8.3.4. Boltz-2

Las Figuras 23]y 26| muestran los modelos predichos por Boltz-2.

Figura 25: Diferencia estructural de los modelos de Boltz-2 frente a estructura de referencia para 9QS2.

En la visualizacién en Chimera se ven diferencias en los extremos flexibles, donde en
este caso aparecen en un tono mds claro que los extremos de otros modelos anteriores. Estas
diferencias se observan mejor en la Figura [26] donde los extremos alcanzan valores de RMSD
de hasta 19.5 A en el caso de la cadena A. El modelo 3 (Modelo 4 en la Tabla [8) parece ser
el que mds diferencias tiene con el modelo de referencia en los extremos de ambas cadenas,
sin embargo, a lo largo de la cadena B, los modelos 1 y 4 (Modelos 2 y 5 en la Tabla

respectivamente) alcanzan picos de hasta 3.4 A en el rango de aminodcidos del 25 al 32.
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Figura 26: Diferencias en el RMSD por aminoécido de modelos de Boltz-2 frente a estructura de referencia para

9QS2.

8.3.5. IntelliFold

Las Figuras[27]y 28| muestran los modelos de IntelliFold, que parece que son los que mayor

diferencia tienen en los extremos.

Figura 27: Diferencia estructural de los modelos de IntelliFold frente a estructura de referencia para 9QS2.

En la Figura 27| se puede ver como los extremos de ambas cadenas aparecen en color mas
claro, incluso blanco, en algunas zonas. Esto se ve reflejado en la Figura donde para la

cadena A todos los modelos alcanzan mds de un valor de RMSD de 12 A en el extremo inferior,
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Figura 28: Diferencias en el RMSD por aminodcido de modelos de IntelliFold frente a estructura de referencia

para 9QS2.

y de 4.6 A en el superior, con el modelo 1 (Modelo 2 en la Tabla alcanzando 28.5 A en uno
de los extremos. En la cadena B todos los modelos alcanzan al menos 29.5 A de RMSD en el
extremo inferior, con el modelo 2 (Modelo 3 en la Tabla llegando a mds de 60 A de RMSD.
Sin embargo, en el resto de la cadena apenas hay diferencia con el modelo de referencia, al igual

que en el extremo superior, donde solo uno de modelos alcanza més de 5.5 A de RMSD.
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