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Introduccion

El agrupamiento de entidades mediante algun criterio adecua-
do con métodos de aprendizaje no supervisado ha sido uno de
los mecanismos metodologicos utilizados para encontrar si-
militudes entre esas entidades y poder caracterizar mediante

el hallazgo de agrupamientos las caracteristicas de las entidades
que quedan en el mismo grupo respecto a las caracteristicas de
las entidades que quedan en grupos diferentes. La realizacion de
agrupamientos de proteinas en familias ha sido uno de los obje-
tivos mas importantes en la Biologia computacional desde que
establece el primer paso para ganar en informacion cuando se
estudia una o varias proteinas desconocidas, pero se tiene bas-
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tante informacidon de otras. Existen muchos grupos de proteinas que han sido
bien estudiados (NCBI cDD), por lo que al identificar una o varias proteinas
desconocidas se les puede asociar un conjunto de propiedades funcionales,
segun el grupo al que se predice pertenecen.

En la literatura se pueden identificar tres tipos de criterios para clasifi-
car las proteinas, uno es en funcion de las familias a las que pertenecen, otro
criterio son los dominios que contienen y finalmente las caracteristicas de
secuencia que poseen. En la web se encuentran varias bases de datos donde
se clasifican las proteinas y que utilizan estos criterios de forma individual o
combinada. cpD es una de las bases de datos mas reconocidas para anotar
familias de proteinas (Marchler-Bauer ef al., 2015) y con la cual hacemos la
validacién de los resultados de la metodologia que aqui se presenta.

La investigacion que nos ocupa desarrolla una metodologia eficiente para
encontrar cliques de proteinas bajo la relacion binaria que se puede definir en-
tre pares de ellas usando el concepto de mejores aciertos bidireccionales (BBH)
(Altschul et al., 1999) y un mecanismo heuristico que utiliza la topologia del
arbol filogenético de los organismos en estudio. Como organismos de interés
para el estudio de sus proteinas se tomaron 74 proteomas completos de hon-
gos bajados de la pagina web NcBI.

Materiales y método

En un modelo basado en grafos para la busqueda de todos los grupos de
proteinas que se forman con las proteinas en estudio, los vértices son las pro-
teinas, las aristas representan una relacion binaria de la similitud entre ellas,
y la busqueda de grupos de proteinas relacionadas entre si, puede plantearse
como el problema de encontrar todos los cliques maximales del grafo asi de-
finido. Un clique de un grafo es un subgrafo donde cualquier par de vértices
del subgrafo estan unidos por una arista. Un clique maximal es aquel clique
tal que no existe otro vértice del grafo que no pertenece al clique, que tenga
aristas con todos los vértices del clique. Es decir, es el clique mas grande que se
pueda formar con esos vértices. Encontrar todos los cliques maximales de un
grafo es un problema NP - completo (Garey y Johnson, 1979), es decir, de los
mas dificiles de resolver computacionalmente de manera exacta, y para ello es
necesario utilizar un mecanismo heuristico (Pearl, 1984) que ayude a suavizar
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la complejidad del problema, de tal forma que el tiempo de ejecucion del al-
goritmo para obtener soluciones cercanas al 6ptimo no sea impractico cuando
crece el numero de vértices del grafo. El dptimo en este problema es encontrar
todos los cliques maximales que tienen el grafo antes definido. Encontrar una
solucién cercana al 6ptimo es encontrar un numero suficientemente grande de
cliques maximales del grafo.

El concepto fundamental del cual partimos en esta metodologia es el
concepto de Mejor Acierto Bidireccional (MAB), este consiste en un par de
proteinas (X, Y) de organismos diferentes que tienen una similaridad recono-
cida entre ellas (se usa el puntaje [Gertz, 2005] de similaridad BLASTp [NCBI
BLAST]), y no existe ninguna proteina del organismo donde esta la proteina Y,
que tenga una mayor similaridad con X que la similaridad que Y tiene con X.
Y viceversa: no existe otra proteina del organismo de donde es X que sea mas
similar a Y que lo que X fue a Y. En este sentido, es la bidireccionalidad del
concepto de MAB que lo hace una relacion binaria simétrica por definicién.

El concepto de MAB entre un par de proteinas nos permite establecer la
relacion binaria para las aristas del grafo formado por vértices que representan
las proteinas.

Resultados y discusion

Para abordar el problema de encontrar todos los cliques maximales de un gra-
fo utilizando un mecanismo heuristico que se basa en la topologia del arbol
filogenético de los organismos en estudio, se ha enriquecido el método ini-
cialmente reportado en Ponce de Leon et al. (2017) y se anadi6 el paso 7 para
tratar la busqueda de cliques de proteinas interespecies. Los pasos de la meto-
dologia son como sigue:

1. Una vez definidos los organismos de interés, se bajan sus proteo-
mas de la base de datos del NcB1. Supongamos que tenemos N
organismos de interés.

2. Seejecutan comandos del BLASTP para todo par de organismos en
estudio, intercambiando organismo “query” con organismo “Data
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Base” (NCBI BLAST). En este punto no se le pone restricciones al
puntaje de similaridad del BLASTp.

Del conjunto de archivos resultantes del BLAST en el paso 2, en
total N(N-1) archivos, se buscan aquellos pares de proteinas de
organismos diferentes que cumplan con el concepto de ser MAB.
La cantidad de archivos resultantes de este paso es N(N-1)/2 y co-
rresponde a los MAB que hay entre todo par de organismos. Cada
archivo contiene los pares de proteinas que resultaron ser MAB en-
tre un par de organismos.

Elegir un puntaje de similaridad entre proteinas para filtrar los
N(N-1)/2 archivos conteniendo sélo aquellos MaB que si cumplie-
ron con el puntaje. La cantidad de archivos resultante es la misma
que en el paso 3, solo que son diferentes. Los archivos resultantes
del paso 3 se guardan por si se desea variar el puntaje de similari-
dad entre proteinas para otros experimentos con mayor o menor
exigencia en la similaridad entre proteinas en los MAB.

Se procede al conteo de los MAB para todo par de organismos y
se calcula una distancia como la definida en Ponce de Leon et al.
(2017) o la definida en Snel et al. (1999). Con esta distancia se
construye una matriz de distancias entre pares de organismos.
Con la matriz de distancias como entrada a un método de cons-
truccion de arboles filogenéticos basado en distancias se obtiene
un arbol filogenético de organismos, el cual se guarda en un for-
mato Newick. Las hojas de este arbol son los organismos de interés.
Una vez obtenido el arbol filogenético de organismos, éste se va a
utilizar como mecanismo heuristico para la busqueda de grupos
de proteinas que estén dos a dos relacionadas por ser maB. Se lee
la cadena Newick que contiene codificado el arbol filogenético de
organismos (hojas). Para los subarboles formados por dos hojas
ya se tienen calculados los cliques de a dos proteinas en el paso 4
con el puntaje de similaridad elegido para el estudio. La cadena
Newick del arbol filogenético se va recorriendo desde los subar-
boles mas pequefios que son de dos hojas, luego los subarboles de
tres hojas y asi sucesivamente. A partir de tres hojas definimos el
concepto de Mejor Acierto k dimensional que para el caso de tres
hojas, k=3:
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Un conjunto de proteinas interespecies se dice que forma un Mejor
Acierto K-dimensional (MAK) si todo par de proteinas del conjunto
€s un MAB.

Para conformar los cliques de a tres proteinas interespecies se toman los
MAB correspondientes a los dos organismos (hojas) que se unen primero, y se
busca si en el organismo que representa la tercera hoja hay alguna proteina
que tiene MAB con las proteinas que forman MAB de los dos organismos antes
mencionados. Las proteinas que sean MAB de las dos hojas, pero que no sean
MAB con proteinas de la tercera hoja, no pasan a formar Mmak, donde k=3. Los
grupos de tres proteinas que si son MAK pasan al nivel jerdrquico superior
segun la topologia del arbol filogenético. Para conformar cliques de a cuatro
proteinas interespecies se buscan los MAB de los dos pares de organismos que
se unen primero y luego se buscan MK, donde k=4. Asi se sigue el proceso de
construccion de grupos de proteinas Mmak donde k crece desde 2 y en la medi-
da que se acerca a la raiz del arbol, tal como se aprecia en la Figura 1.

Para la implementacién de la metodologia propuesta se utilizaron 74
proteomas de hongos y se aplicaron los pasos del 1 al 6. Para el paso 7 se im-
plementa un algoritmo recursivo aprovechando la estructura jerarquica del
arbol filogenético (Reyes, 2019). Se procesa la cadena Newick para dividir la
busqueda de los cliques, por el subarbol izquierdo y por el subarbol derecho.
La naturaleza recursiva de la estructura de datos “arbol” permite la utilizacién
de una funcioén recursiva para recorrer todos los arboles anidados y divididos
en subdrboles izquierdo y derecho del arbol hasta llegar a las hojas. Esto per-
mite la construccion de los cliques o grupos de proteinas, tal como se explica
en el punto 7 de la metodologia.
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Figura 1. Cliques de proteinas obtenidos utilizando la topologia del arbol filogenético de los
organismos. Los cliques mas grandes contienen proteinas de mayor nimero de organismos
y podria decirse que son mas ubicuas y los cliques mas pequefios contienen proteinas de un

nimero menor de organismos.
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Como resultado de la aplicacion completa de la metodologia se obtu-
vieron 73 archivos de cliques de proteinas de los 74 hongos. Cada fila de un
archivo contiene un clique de proteinas interespecies de tamaifo k, donde
todas las proteinas dos a dos han sido MAB o, dicho de otra forma, ese clique
es un MAK. Se observa como tendencia que, en la medida en que se buscan
cliques de proteinas en los niveles mas altos del arbol filogenético, existen
menos cliques de proteinas que cumplen con ser un MAK, tal como se observa
en la Figura 2.

Para validar los resultados de la metodologia se tomaron los 40 cliques
de proteinas de hongos de tamafio 68, que son los cliques de proteinas mas
grandes que se obtuvieron. Se ingresaron a la base de datos cpbp (NCBI cDD)
para verificar que las proteinas de cada clique pertenecieran a la misma fami-
lia segtin los motivos y dominios registrados en esa base de datos. Se utilizé
la herramienta de cpp, “Batch CD-search” para buscar aciertos de dominios
y con ella obtener unicamente superfamilias. La salida de “Batch CD-search”
es un archivo con los aciertos que tuvo cada una de las proteinas del clique in-
troducido y contiene palabras como “Query”, que es la proteina para la cual se
buscan aciertos de dominios, “Hit type” es el tipo de acierto que se encontro,
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en este caso se buscan superfamilias, “From” y “To” indican de dénde a donde
se encuentra el acierto en la proteina, “E-value” es la medida para indicar qué
tan significativo es el acierto, cuanto mas bajo sea este valor mas confiable es.
Finalmente, “Short name” es el nombre de la superfamilia con la que se tuvo
el acierto.

Figura 2. Conteo de cudntos cliques de proteinas interespecies hay para cada tamafno (nimero

de proteinas interespecies en el clique).
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Para 39 cliques cpD encontré que las 68 proteinas dieron acierto con una
superfamilia que se encuentra en la base de datos. Sélo en un clique sucedid
que el mayor valor de acierto fue de 20 proteinas para una superfamilia de la
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base de datos, teniendo de esta forma una clasificacion correcta de los cliques
obtenidos al aplicar la metodologia de 97%. Un extracto de la clasificacion de
los cliques se puede ver en la Tabla 1.

Tabla 1. Extracto de superfamilias con las que tuvo aciertos las proteinas de los cliques encon-
trados por la metodologia propuesta.

No. de Clique Superfamilia No. Aciertos
1 Pyrophosphatase superfamily 68
1 Atrophin-1 1
2 WD40 68
2 Abhydrolase 1
2 Pex14 N 1
3 P-loop_NTP 68
3 SIMIBI 68
3 ArsA 68
3 PRKO02534 3
3 PRK06225 1
4 Brix 68
4 Rilp-LIKE 1
4 TOLa_FULL 1
Conclusiones

Se propone y comprueba la efectividad de la metodologia aqui reportada
que utiliza la informacion filogenética de los organismos en estudio como
mecanismo de reduccién de la dimensién de la complejidad del problema
combinatorio subyacente. El método es deterministico y corre en tiempo
polinomial porque la topologia del arbol filogenético dicta los cliques que se
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deben construir. Obtiene como resultados cliques de proteinas con un alto por-
centaje de coincidencias con las familias reportadas en las bases de datos de cbp
para dominios conservados, el cual es un recurso para la anotacion de unidades
funcionales de proteinas y se utiliza para conocer el porcentaje de buena clasifi-
cacion de la metodologia propuesta.
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