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Resumen

RESUMEN

La caracterizacién de secuencias de ADN y proteinas mediante indices topoldgicos derivados de sus
representaciones graficas es un campo de investigacidn relativamente nuevo que ha tomado impulso
en los ultimos afios. Sin embargo, existen pocos métodos libres de alineamiento en la Bioinformatica
que empleen enfoques graficos para la caracterizacion matematica de secuencias de ADN y proteinas,
asi como aplicaciones que utilicen estas técnicas. Los software existentes solo hacen uso de una u
otra representacion grafica de estas secuencias y a veces la informacién relevante aportada por los
descriptores moleculares que calculan no es la que verdaderamente resulta de interés para los
estudios que se acometen. De ahi que el objetivo de este trabajo es desarrollar un software para el
anadlisis por métodos graficos de secuencias de genes y proteinas que permita caracterizarlas
numéricamente a través de indices topoldgicos. Los principales resultados obtenidos son:
identificacion de los principales métodos graficos empleados en la representacién de secuencias de
ADN vy proteinas; el software ESPECTRO que permite realizar un ciclo cerrado de andlisis de las
biomoléculas transitando desde cargar los datos en diferentes formatos, graficar las biomoléculas
incluyendo varios tipos de representaciones, calcular los momentos espectrales a partir de la
representacion seleccionada y salvar los resultados para ser utilizados en otros sistemas que permitan
realizar predicciones. Las representaciones y consecuentes caracterizaciones logradas con ESPECTRO
aportan informacién util que cuantifica la esencia de la composicién y distribucién de las secuencias

proteicas que constituyen dominios de adenilacién y en la prediccion de funciones tipo bacteriocina.
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Introduccion

INTRODUCCION

Al intentar caracterizar una secuencia de determinacién reciente, queremos saber de qué proteina se
trata, a qué familia puede pertenecer, cual es su funcidn bioldgica y cdmo podemos explicar su
funcién en términos estructurales. Todavia no existe la base de datos o el software que permita dar
respuesta directa a todas estas cuestiones. Para dar solucidon a estas interrogantes es razonable
conjuntar diversas técnicas en un protocolo de busqueda. La mayoria de los métodos bioinformaticos
que se emplean en el tratamiento de estos problemas basan su andlisis en procedimientos de

alineamiento de secuencias.

En términos simples el alineamiento de secuencias es el proceso en el cual diferentes secuencias son
comparadas mediante la busqueda de patrones comunes y el establecimiento de correspondencias
residuo — residuo entre secuencias relacionadas. Los estudios comparativos que se realizan en los
procedimientos de alineamientos de secuencias hacen uso de bases de datos publicas que se
encuentran disponibles en Internet. Buscar en una base de datos biolégica equivale a alinear la
secuencia en estudio con las demas secuencias almacenadas, tratando de establecer un segmento

entre ellas donde el nUmero de coincidencias sea maximo.

Sin embargo, los métodos de alineamiento que se emplean en la caracterizacién de secuencias,
tienden a actuar erraticamente cuando los miembros de la familia con la que se compara la secuencia
analizada presentan divergencia en su estructura primaria. Ademas las metodologias de alineamiento
multiple de secuencias no son confiables para inferir relaciones evolutivas a bajos niveles de

similitudes de secuencias.

La utilizacion de métodos graficos es una herramienta Util para estudiar sistemas bioldgicos. Dichos
métodos se han introducido ademas para los estudios de Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad

(QSAR) y para tratar con complicados sistemas de redes(Gonzalez-Diaz, 2007).

Algunas representaciones graficas de genes y proteinas basadas en sistemas cartesianos 2D han sido
introducidas por Gates (Gates, 1985), Nandy (Nandy, 1994) y Leon — Mogenthaler (Leong and
Mogenthaler, 1995). También recientemente Milan Randic (Randic and Balaban, 2005)ha hecho
aportes en esta drea, basado en estudios asociados a representaciones graficas de genes y proteinas

en mapas de colores.
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Las representaciones graficas de genes y proteinas permiten modelar la informacidon contenida en
largas cadenas de biopolimeros en estructuras pseudo — secundarias artificiales que son descritas a
través de grafos. Luego, de estas estructuras pseudo — secundarias artificiales se tratan de derivar
descriptores matematicos que permitan inferir la actividad de la estructura real de la biomolécula.
Los descriptores moleculares se obtienen considerando algunas caracteristicas relevantes de las
estructuras pseudo — secundarias artificiales como son la topologia de los grafos y las propiedades
fisicoquimicas de los mondmeros que la integran. Los descriptores moleculares de este tipo son

denominados indices topoldgicos.

La caracterizacién de secuencias de ADN y proteinas mediante indices topoldgicos derivados de sus
representaciones graficas es un campo de investigacion relativamente nuevo que ha tomado impulso
en los ultimos anos. En el grupo de Disefio de Farmacos y Simulaciones Moleculares del Centro de
Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas se investiga sobre
esta linea; ellos han extendido la aplicacién de los indices topoldgicos definidos por Ernesto Estrada
como los momentos espectrales asociados a la matriz de adyacencia de enlace de un grafo molecular
al campo de las macromoléculas (Estrada, 1996, Estrada, 1997), especificamente en genes y

proteinas.

La metodologia empleada por los investigadores del CBQ para el analisis de secuencias de ADN y
proteinas surge como complemento de las cldsicas basadas en métodos estadisticos, que actuan
sobre la base de procedimientos de alineamiento de secuencias. Para la experimentacion vy
determinacidn de los dominios de aplicacidon donde la informacion aportada por la caracterizacién de
secuencias de ADN y proteinas a través del cdlculo de los momentos espectrales resulte de mayor

utilidad, surge la herramienta (ESPECTRO versién 1.0 ®).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores se formula el siguiente problema de investigacion.
Existen pocos métodos libres de alineamiento en la bioinformatica que empleen enfoques graficos
para la caracterizacién matemadtica de secuencias de ADN y proteinas, asi como aplicaciones que
utilicen estas técnicas. Los software existentes solo hacen uso de una u otra representacién grafica de
estas secuencias y a veces la informacion relevante aportada por los descriptores moleculares que

calculan no es la que verdaderamente resulta de interés para los estudios que se acometen.
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De ahi que el objetivo general de este trabajo de diploma consiste en desarrollar un software para el
analisis por métodos graficos de secuencias de genes y proteinas que permita caracterizarlas

numeéricamente a través de indices topoldgicos.
Este se desglosa en los siguientes objetivos especificos:

e Identificar los principales métodos graficos empleados en la representacién de secuencias de
ADN vy proteinas.

e Disefar e implementar un software que permita visualizar las principales representaciones
graficas realizadas para genes y proteinas.

e Permitir la lectura de los formatos en los cuales vienen representadas las secuencias de genes
y proteinas (*.fasta, *.gb, *.gp, *.pdb).

e Caracterizar las biomoléculas mediante el calculo de los momentos espectrales.

e Evaluar el desempeno de la herramienta y la calidad de la informacién aportada por los
valores de los momentos espectrales que caracterizan las secuencias de genes y proteinas en

modelos de clasificacion.
Las preguntas de Investigacion planteadas son:

e (Cuales son las estructuras de datos mas adecuadas para la implementacién de los algoritmos
asociados al calculo de los momentos espectrales de secuencias de ADN y proteinas?

e (Qué plataforma es la mas propicia para implementar las visualizaciones de las
representaciones graficas de genes y proteinas?

e (iQué estrategias implementar para el andlisis eficiente de grandes cantidades de datos?

Hipétesis.

“El desarrollo de un software que permita representar, caracterizar y comparar biomoléculas
siguiendo una metodologia libre de alineamiento, le permite a un especialista en Bioinformatica
realizar un analisis integral de las biomoléculas utilizando representaciones graficas y crea las bases

para realizar futuras predicciones en esta area“
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1 Biomoléculas y sus formas de representacion basadas

en lateoria de grafos

En este capitulo se presentaran los elementos fundamentales que caracterizan a las biomoléculas,
haciendo énfasis en genes y proteinas. Se mostraran algunas de las representaciones graficas que se
han creado para representarlas, entre ellas las cartesianas, las que representan al ADN como
espectro, la representacién de proteinas en grafos tipo estrella, las proteinas como matrices de
adyacencia de aminodacidos y los mapas de mapas de cuatro colores. Para ello, primeramente se

formalizaran elementos basicos de la teoria de grafos que se aplican en estas representaciones.

1.1 Biomoléculas

La composicidn quimica de los organismos vivos difiere considerablemente de la materia inanimada.
Las moléculas que son especificas de los seres vivos son las biomoléculas; aunque es necesario

aclarar que también forman parte de la materia viva algunas sustancias de naturaleza inorganica.

Una caracteristica esencial de las biomoléculas es su diversidad, a pesar de estar constituidas
fundamentalmente por un grupo pequefio de atomos: carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrégeno, y en
menor cuantia fésforo y azufre, entre otros. La forma de asociarse dichos atomos, que explican la
diversidad estructural de estas moléculas y de sus propiedades, depende de las caracteristicas de sus
elementos constituyentes, como la disposicion en que éstos se unen para formar los enlaces y

agrupaciones moleculares.

Las biomoléculas de mayor complejidad son las macromoléculas, biopolimeros formados por la unién
de otras biomoléculas mas sencillas, que constituyen sus mondmeros o precursores. Las proteinas
son polimeros de aminoacidos; los acidos nucleicos, de nucledtidos y los polisacaridos, de

monosacaridos (Cardelld and Hernandez, 1999).

1.1.1 Proteinas

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes de las células vivas, estando presente en todas
las células y en todas las partes de las mismas. Estas son las biomoléculas con mayor grado de
variabilidad estructural, que desempefian las funciones mas diversas; muchas son enzimas, otras
intervienen en el transporte de diferentes sustancias y constituyen los receptores de diversos

ligandos; algunas forman los anticuerpos, varias son hormonas. Su papel central se manifiesta de
4
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forma evidente en el hecho de que las proteinas son los productos finales mds importantes de las

rutas de informacion (Lehninger, 1987).

Las proteinas, sin excepcidn, estdn constituidas por la unién de moléculas sencillas llamadas
aminoacidos, cuyo nombre alude a la presencia de un grupo amino, -NH,, que le da caracter basico y

un grupo carboxilo, -COOH, al que debe su caracter acido (Lehninger, 1987).

Se han descubierto alrededor de veinte aminoacidos que forman parte de las moléculas proteicas
(Kouri, 1978). Todos ellos poseen un atomo de carbono al que se unen, de modo constante, un grupo
amino, un grupo carboxilo y un dtomo de hidrégeno; por tanto, queda una valencia libre a la que se
une un atomo o grupo de datomos diferentes para cada aminodcido, que se representa

abreviadamente por Ry significa radical, como se observa en la Figura 1.1.

— -
[Ne, ]

Figura 1.1. Férmula general de un aminodcido.

El grupo R puede representar un atomo de hidrégeno, como sucede en la glicina, que es el
aminodcido mas sencillo; un grupo metilo, CH;, como en la alanina; o combinaciones mas
complicadas en las que pueden estar presente atomos de azufre, por ejemplo, en la metionina, y con
menos frecuencia, fosforo u otros elementos. Como se muestra en la Figura 1.2, también en estos

radicales pueden estar presentes grupos amino, -NH,, o carboxilo, -COOH.
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CHs;
s
'—|| CH; (Cl—|2)2
H—Cli—COOH H—C::—COOH H—Cli—COOH
NH. NH. NlHQ
glicina alanina NH, metionina
oh,
COOQH C|H2
C:l"z C||—|2
CH; C|H2
H—C::—COOH H—Cli—COOH
NH.» N|H2
acido glutamico lisina

Figura 1.2. Férmula de algunos aminoacidos. Lo indicado en azul representa los radicales

caracteristicos de diferentes tipos de aminoacidos.

Los aminoacidos se pueden clasificar sobre la base de distintos criterios, de acuerdo con el objetivo
que se persiga. A continuacidn se presentan dos criterios de los mas usados (Cardelld and Hernandez,
1999):
e La cantidad de grupos carboxilos y aminos (u otra agrupacién bdsica) presente en el
aminoacido, de lo cual derivara el caracter acido-basico de sus disoluciones. Sobre este
criterio, los aminoacidos se clasificardn en neutros, acidos y bdsicos. En la Tabla 1.1 se

puede apreciar de manera facil que los aminoacidos acidos son dos (glutamico y aspartico),

los basicos son tres (lisina, arginina e histidina), y el resto son aminodcidos neutros.

Neutros Acidos Bésicos

Glicina Cisteina Acido glutamico Lisina
Alanina Metionina Acido aspartico Arginina
Valina Fenilalanina Histidina
Leucina Tirosina

Isoleucina Triptéfano

Asparagina Prolina

Glutamina Treonina
Serina
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Tabla 1.1.Clasificacién de los aminodcidos segin nimero de grupos carboxilos y aminos en la
molécula.

e La presencia o no de grupos quimicos polares en su cadena lateral R. Sobre este criterio, los
aminoacidos se clasifican en apolares si no poseen ningln grupo polar en R, y polares -si
tienen algun grupo polar en R. Los polares, a su vez, se subclasifican en polares idnicos -si a
valores de pH fisiolégico, adquieren carga eléctrica apreciable -y polares poco idnicos -si a
valores de pH fisiolégico, no adquieren carga eléctrica apreciable. En la Tabla 1.2 se muestra
la ubicacién de cada aminoacido de acuerdo con este fundamento de clasificacién. Se puede
observar que los polares idnicos son precisamente los dos aminodacidos acidos y los tres
basicos, segun el criterio precedente de clasificacién; son polares poco idnicos aquellos
aminoacidos que presentan en R alguno de los grupos siguientes: hidroxilo (OH), sulfidrilo

(SH), amida (CONH,) o el anillo indol; el resto de los aminoacidos son apolares.

Polares Apolares

16nicos Poco iénicos Glicina

Acido aspartico Serina Alanina

Acido glutdmico Treonina Valina

Lisina Tirosina Leucina
Arginina Cisteina Isoleucina
Histidina Asparagina Metionina

Glutamina Fenilalanina
Triptéfano Prolina

Tabla 1.2. Clasificacion de los aminoacidos segun la polaridad de sus grupos R.

1.1.2 Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos constituyen la segunda macromolécula de importancia biolégica después de las
proteinas, y sus funciones estdn muy relacionadas con estas Ultimas. Las funciones de los acidos
nucleicos estan relacionadas con el funcionamiento del aparato genético celular, o sea, con el
conjunto de moléculas y mecanismos que garantizan la trasmisién y expresion de los caracteres
hereditarios de generacién en generacion y, por tanto, son de un gran valor en la perpetuacion de las

especies (Mathews et al., 1999).

Los dos tipos principales de acidos nucleicos que se diferencian, tanto estructural como
funcionalmente, son: los acidos desoxirribonucleicos (ADN)y los acidos ribonucleicos (ARN). De

cada uno de ellos existen diferentes subtipos. Ambos surgen como consecuencia de la polimerizacion
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de unidades estructurales mas sencillas, denominadas nucleétidos. Estos estan formados a su vez por

tres componentes, como se muestra en la Figura 1.3: una base nitrogenada, un azlcar y un grupo

o— —1

grupo fosfato azucar base nitrogenada

fosfato.

Figura 1.3. Esquema que representa los componentes de un nucleétido.

Las bases nitrogenadas son moléculas orgdnicas constituidas por anillos que llevan en sus carbonos
algunos grupos amino, que le dan cardcter bdsico. Las bases que forman los acidos nucleicos son de
dos tipos: purinicas, cuando se originan por la sustitucion de algunos atomos en un compuesto

organico llamado purina, y pirimidinicas cuando se trata de otro, llamado pirimida (Lehninger, 1987).

Como se puede apreciar en la Figura 1.4, tanto el ADN como el ARN contienen dos bases purinicas
principales, la adenina (A) y la guanina (G). El ADN y el ARN contienen también dos bases
pirimidinicas principales; una de ellas es la citosina (C) en ambos tipos de acido nucleico. La
naturaleza de la segunda base pirimidinica es la Unica diferencia importante entre las bases del ADN y

las de ARN: timina (T) en el ADN y uracilo (U) en el ARN.

% %r
C N C N
(|: (|LJ /CH (I} I /CH
H M
Adenina Guanina
Purinas
7 i u
C CH. C
S S M s
|
C CH b CH C\ /CH
o AN o~ \N/ o
H H H
Timina Citosina Uracilo
(DNA) (RNA)
Pirimidinas

Figura 1.4. Esquema de las bases nitrogenadas de los 4cidos nucleicos.
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Estas bases se unen a un azucar de tipo pentosa, ya sea ribosa en el caso del ARN o desoxirribosa para
el caso del ADN. El compuesto formado por la unidn de la base nitrogenada y la azUcar pentosa se

denomina nucledsido.

En el ADN de cada célula se encuentran especificadas las secuencias de aminodacidos de todas sus
proteinas y las secuencias de nucledtidos de todas sus moléculas de ARN. La informacién necesaria
para construir las secuencias de nucledtidos del ARN o de proteinas se encuentra en las
correspondientes secuencias de nucledtidos del ADN. Un segmento de ADN que contiene la
informacidn necesaria para la sintesis de un producto biolégico funcional (proteina o ARN) recibe el

nombre de gen. La Unica funcion del ADN es el almacenamiento de informacidn bioldgica.

En la célula existen varias clases de ARN, cada uno de ellos con una funcién distinta. Los ARN
ribosdmicos (ARNr) son componentes estructurales de los ribosomas, complejos de gran tamafio que
llevan a cabo la sintesis de proteinas. Los ARN mensajeros (ARNm) son acidos nucleicos que
transportan la informacién desde un gen o unos pocos genes hasta el ribosoma, donde se sintetizan
las proteinas codificadas por dichos genes. Los ARN de transferencia (ARNt) son moléculas
adaptadoras que traducen con fidelidad la informacién contenida en el ARNm en secuencias

especificas de aminoacidos (Cardelld and Hernandez, 1999).

Los métodos graficos constituyen una herramienta Util para estudiar las biomoléculas (Nandy, 1994,
Randic et al., 2010, Randic et al., 2006). Existen diversas formas de representacion grafica de los
genes y proteinas. El uso de estas formas de representacidon posibilita que fragmentos con
informacidn relevante se puedan obtener rapidamente por la inspeccién visual de la trama de la
secuencia. Estas modelaciones graficas permiten establecer una relacién entre la estructura de la
molécula y su actividad, son libres de alineamientos, o sea, la evaluacién de las similitudes en las
cadenas de ARN y ADN no se basan en la comparacion lineal de las secuencias de bases nitrogenadas
que lo conforman, sino en variantes graficas de la representacion de la molécula. Por tal motivo, en
el siguiente epigrafe se precisaran los conceptos principales de la teoria de grafos, que permitiran

describir las representaciones graficas mas exitosas de genes y proteinas.

1.2 Conceptos principales de la teoria de grafos

La teoria de grafos ha sido utilizada para estudiar los problemas que surgen en una amplia variedad
de areas de aplicacion incluyendo la Ciencia de la Computacion, la Informatica, la Ingenieria Eléctrica,

la Quimica, la Sociologia, las Ciencias Politicas y la Economia, sélo por nombrar unas pocas
9
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(Balasubramanian, 1985, Semenovich, 2004, Venkata, 2007, McCall, 1985, Zhang et al., 2010). La
Bioinformatica no estd exenta de utilizar la teoria de grafos como una herramienta poderosa para
estudiar algunos de los problemas a resolver. Tal es el caso de la representacidn grafica de genes y
proteinas, donde los grafos juegan un rol fundamental. A continuacidn se establecen los conceptos,
definiciones y algoritmos basicos de la teoria de grafos que son utiles al representar genes y

proteinas.

1.2.1 Definiciones

Se dice seudografo G = (V, A, f) a una terna, donde V= es el conjunto de nodos, puntos o vértices, A
es el conjunto de aristas y f: A—»> WV U {{u,v}; u, v € V}. Va € A, si fla)=(u,v) o fla)={u,v}, se dice la
arista a conecta los nodos u y v.

SiG=(V, A, f) es un seudografo donde f es una funcién inyectiva, entonces la notacién con frecuencia
es de la forma G = (V, A) o simplemente G. Cada arista se representa directamente como el par con el
cual se corresponde. Cuando no sea necesario mencionar el conjunto de vértices y artistas, se puedo

simplemente escribir G.

Sea el seudografo G = (V, A, f), dondea, b € A y u, v € V. Si fla) = (u,v) se dice que a es una arista

dirigida o arco. Si f(a) = {u,v} se dice que a es una arista no dirigida.

Los seudografos se pueden representar graficamente mediante diagramas. La presentacion grafica de
un seudografo consiste de un diagrama donde los vértices se representan por circulos, puntos, etc y
las aristas por lineas que unen los vértices. Las lineas que representan arcos poseen flechas indicando

la direccion.

Un elemento del conjunto VxV puede tener mas de una pre-imagen en A, es decir, f puede no ser
necesariamente inyectiva, por tanto, puede existir mds de una arista que conecte dos vértices. En tal
caso, si fla) = fib) = (u,v) o fla) = fib) = {u,v} se dice que a y b son aristas paralelas (o aristas
multiples). En las representaciones de genes y proteinas que se analizaran en este capitulo se utilizan
seudografos que no tienen presencia de aristas multiples, que son los llamados seudografos sencillos
(o simples), donde la funcién f es inyectiva. Una arista a se dice lazo o buclesi fla)=(v,v) o
fla) = {v,v}. Los seudografos que se utilizan para representar genes y proteinas tampoco tienen
presencia de lazos o bucles. De ahi que los seudografos a utilizar son los llamados grafos, que son

aquellos seudografos sencillos sin lazos o bucles (Bondy and Murty, 1976).
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En dependencia de las caracteristicas de las aristas, existen diferentes tipos de seudografos:
seudografo dirigido, seudografo no dirigido y seudografo mixto. En este trabajo se aplicaran
seudografos no dirigidos. Un seudografo se dice no dirigido o no orientado si todas sus aristas son no
dirigidas.

Dos aristas se dicen adyacentes si tienen un vértice comun. Si g es una arista asociada a los vértices u
y v, los vértices u y v se llaman vértices extremos de la arista a; uy a son incidentes (también lo son

vy a); los vértices uy v son adyacentes.

Un seudografo se dice ponderado si cada una de sus aristas tiene asignada una etiqueta. En
dependencia de la aplicacion, esta etiqueta puede representar un determinado valor, peso, costo,

longitud, etc. También existen seudografos donde es necesario ponderar los vértices.

Un concepto muy utilizado cuando se aplica la teoria de grafos es el de grado de un vértice. El grado
de un vértice en un seudografo no dirigido es la cantidad de aristas que son incidentes a él. Si v es un

nodo de un seudografo no dirigido, el grado de v se denota por &(v).

Frecuentemente es necesario calcular la similitud entre cadenas de ARN y ADN, y cuando estas
biomoléculas se representan utilizando grafos, las similitudes no se basan en la comparacion lineal de
las secuencias de bases nitrogenadas que las conforman, entonces un concepto importante para

comparar los grafos utilizados en la modelacién es el isomorfismo de grafos.

Sean G = (V, A) y G’ = (V/, A’) seudografos no dirigidos. Se dice que G y G’ son isomorfos si y solo si
existen dos biyecciones f: V— V’'y F: A — A’ tales que F({u,v}) = {f(u), f(v)}. Cuando dos seudografos
son isomorfos, existe una completa correspondencia entre sus vértices y aristas de modo que ambos

poseen las mismas propiedades.

El isomorfismo de seudografos es una relacién de equivalencia. Como consecuencia, la relacion de
isomorfismo de seudografos determina una particién del conjunto de todos los seudografos en clases
de equivalencia, donde a cada clase pertenecen todos los seudografos isomorfos entre si. El concepto
de isomorfismo sirve para establecer la igualdad o no entre seudografos arbitrarios. De esta manera,
en cada clase de equivalencia por isomorfismo se puede sefalar a un solo seudografo representante

de su clase, ya que todos los demds poseen las mismas caracteristicas (Harary, 1969).

En un seudografo no dirigido se llama camino (o cadena, o ruta) a una sucesidén de aristas, siendo
estas adyacentes consecutivas si son mas de una. Si a;, a,, as,..., @, €S una sucesién, se acostumbra a

escribir (a1, a,, as,..., a,). Los vértices de un camino son aquellos que son incidentes a las aristas que
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forman el camino. En un grafo no dirigido un camino se puede considerar como una sucesion de
vértices que son consecutivamente adyacentes, dichos vértices son incidentes a las aristas que
conforman el camino. Si vy, v,, vs,..., V, €S Una sucesidon de vértices, se acostumbra a escribir (v4, v5,

V3,..., Vy). Si el camino tiene una Unica arista se escribe (v4, v,).

Se llama camino simple a aquel camino en el que todas sus aristas son diferentes, y elemental a
aquel camino en el que todos sus vértices son diferentes. Todo camino contiene un camino simple.
Un camino en el que el vértice inicial y final coinciden se llama camino cerrado o ciclo. En un camino
cerrado o ciclo puede haber coincidencias de otros vértices ademas de los extremos, inclusive
coincidencia de aristas. El ciclo se llama simple si ninguna arista del ciclo aparece mas de una vez en
el camino y elemental si solo coinciden el vértice inicial y final. Un seudografo no dirigido que no

contiene ningun ciclo se denomina aciclico.

Un concepto que se utiliza mucho al representar biomoléculas con grafos es de longitud de un
camino, que se refiere a la cantidad de aristas que conforman el camino. Sea un seudografo no
dirigido y u, v vértices alcanzables uno a partir del otro (es decir, existe algin camino de uno al otro),
se llama distancia de u a v a la longitud de un camino de longitud minima de u a v, y se denota por

d(u,v).

La relacion R definida sobre el conjunto de vértices V de un seudografo no dirigido, donde u, v € V;
URv < existe un camino de u a v, se denomina relacion de camino. La relacidn R es una relacion de
equivalencia sobre los vértices de un seudografo no dirigido. Asi, el conjunto de vértices V de G queda
particionado en clases de equivalencia. Dos vértices estan en la misma clase si pueden unirse por un

camino y en clases distintas en caso contrario.

Sea G = (V, A) un seudografo no dirigidoy Vi, V,, ..., V, la particion de V segin R. Sea A; (1 <i<r) el
subconjunto de A formado por las aristas cuyos extremos estan ambos en Vi. Los seudografos
G; = (V;, A)) se conocen como las componentes de G. Un seudografo no dirigido G es conexo si tiene
un unico componente. Los grafos que se utilizaran para representar las biomoléculas son grafos
conexos, por tanto, para cualquier par de vértices existe un camino que los une. En un seudografo no
dirigido conexo G, se llama didmetro de G a la mayor de las distancias entre vértices que existe, y se

denota por D(G) (Harary, 1969).
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1.2.2 Representaciéon de seudografos
Sélo es posible realizar una representacién de los grafos en forma de diagrama cuando el nimero de
vértices y de aristas es razonablemente pequefio. Existen métodos alternativos para la

representacién de seudografos, por ejemplo, utilizando listas o matrices (Jungnickel, 2008).

1.2.2.1 Matriz de adyacencia

Sea G = (V, A) un grafo dirigido en el cual V = {vy, v,,..., v,} Y se supone que los vértices estan
ordenados desde v, hasta v,. La matriz Y(G), nxn, cuyos elementos y; estan dados por

o 1 si (Vi,Vj) eEA (1 1)
™o si (vvy) € A '

se denomina matriz de adyacencias del grafo G.

Para un grafo dirigido G = (V, A), la matriz de adyacencias depende del orden de los elementos de V.
Para distintos 6rdenes de los elementos de V, se obtienen distintas matrices de adyacencias de un
mismo grafo G. Sin embargo, cualquiera de las matrices de adyacencia de G se puede obtener a partir
de otra matriz de adyacencias del mismo grafo, sin mdas que intercambiar algunas de las filas y las
columnas correspondientes de la matriz. Se tomara cualquier matriz de adyacencia del grafo como la

matriz de adyacencias de ese grafo.
Teoremas importantes de esta representacion son:

e Elndmero de caminos de longitud A desde v; a v; se obtiene por la posicién i, j de la matriz
potencia [Y(G)]".
e Una condicién necesaria y suficiente para que en G no existan ciclos es que para cierto valor A
suficientemente grande, [Y(G)]" = 0.
Los seudografos no dirigidos también se pueden representar con matrices de adyacencia, nétese que
estds matrices serian siempre simétrica, solo seria necesario trabajar con una de las triangulares de
dicha matriz. Las matrices de adyacencias no son muy eficientes para representar seudografos no
dirigidos porque la informacion aparece dos veces (excepto aquella que aparece en la diagonal
principal). Estas matrices también se pueden utilizar para representar seudografos ponderados,
sustituyendo la presencia o no de aristas entre pares de vértices, por el valor de la ponderacién de la

arista.
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1.2.2.2 Matriz de caminos
Sea G = (V, A) un grafo dirigido en el cual NEY, y se supone que los vértices de V estdn ordenados.
La matriz P(G), nxn, cuyos elementos estan dados por:

pii = {1 si existe un camino desde v; hasta v; (1.2)
Y 0 en caso contrario

es denotada matriz de caminos (o matriz de alcanzabilidad) del grafo G.

Un elemento de la diagonal principal p; es igual a 1 si y sélo si existe un camino que vaya desde v;

hasta si mismo, es decir, un ciclo.

Obsérvese que la matriz de caminos sélo muestra la presencia o ausencia de al menos un camino
entre un par de vértices, y también la presencia o ausencia de ciclos en cualquier vértice. Sin
embargo, no muestra todos los caminos que pudieran existir. En este sentido, una matriz de caminos
no proporciona una informacién completa acerca de un grafo, tal como lo hace la matriz de

adyacencias.

Un método eficiente para calcular la matriz de caminos lo constituye el Algoritmo de Warshall.

(Harary, 1969)

1.2.2.3 Matriz de incidencias
Sea G = (V, A) un seudografo dirigido, se llama matriz de incidencias a la matriz E(G) = (e;).
—1 siel vértice v; es comienzo del arco a;
Donde ej; = 1 sielvértice v; es final del arco a; (1.3)
0 siel vértice v; no es incidente al arco g

Esta matriz, a diferencia de las matrices de adyacencias permite definir completamente un
seudografo dirigido o no dirigido, ya que al representarse cada arista, quedan bien representados las
aristas multiples y los bucles. Al representar los seudografos no dirigidos con esta matriz, no es
necesario distinguir entre vértices de entrada y de salida porque las aristas son no dirigidas, es
suficiente especificar qué vértices inciden en cada arista. No es eficiente utilizar esta representacién
en grafos no dirigidos, donde no existen aristas multiples ni bucles y por tanto la funcién f es

inyectiva.
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1.2.2.4 Listas de adyacencias
Sea G = (V, A) un grafo dirigido, la lista que se forma para cada v € V y que contiene para v todos

aquellos vértices u tales que (v, u) € A, se denomina lista de adyacencias.

Los grafos no dirigidos también se pueden representar utilizando listas de adyacencias; sin embargo,

cada arista se representard dos veces, una en cada direccion.

La representacién del grafo en forma de lista de adyacencia suele ser preferible cuando el grafo es
disperso, esto es, cuando para cada nodo hay tan sélo unas pocas aristas que inciden a él. Por otra
parte, puede ser mas adecuada una representacion en forma de matriz de adyacencia si el grafo es

denso.

Las listas de adyacencias no permiten definir completamente los multigrafos, a no ser que se hagan
modificaciones para representar las aristas multiples. Esta desventaja no limita su uso en la aplicacion

que se aborda en esta investigacion.

Esta representacién también es facilmente adaptada a grafos ponderados afiadiendo un Unico campo
de datos a cada elemento de la lista para almacenar el peso asociado con esa arista. El nimero total
de punteros a listas utilizados en esta representacion es | V| y la suma de las longitudes de todas las
listas de adyacencias es | E| en un grafo dirigido y 2| E| en un grafo no dirigido — para cada arista (u, v)
de un grafo no dirigido la etiqueta de u aparece en la lista de v y la etiqueta de v aparece en la lista de
u. Asi, lamemoria requerida para la representacién con listas de adyacencia de un grafo

G=(V, E) es O(max(V, E))=6 (V+E).

1.2.3 Técnicas de busqueda

En la gran mayoria de los problemas de grafos, a veces se hace necesario examinar todas las aristas y
nodos que conforman el mismo. Una forma sistematica de examinar un grafo emplea un algoritmo de
busqueda que mantiene un conjunto S € V de nodos de la siguiente manera: Inicialmente todos los
nodos de V estan sin marcar, excepto un nodo origen s y S = {s}. En cada iteracién del algoritmo, un
nodo u se quita de S y se procesa como sigue: Para cada arista (u, v) incidente desde u, si el nodo v
esta sin marcar, entonces se marca y se afiade a S. Este proceso continta hasta que S se hace vacio,
en cuyo momento cualquier nodo que permanezca sin marcar no puede ser accedido desde un

camino que comience en s. Posteriormente, puede seleccionarse un nuevo nodo origen entre los
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nodos restantes sin marcary el proceso de busqueda puede continuar hasta que no queden nodos sin

marcar.

La Unica parte del algoritmo de busqueda arriba mencionado no completamente especificada es el
orden en el cual los nodos se eliminan de S. Si se trata a S como una cola, quitando el nodo que ha
permanecido mas tiempo en S, entonces los nodos de V serdn examinados desde s en anchura. Esto
es, todos los nodos adyacentes a s seran examinados primero, después seran examinados los nodos
adyacentes a éstos, y asi sucesivamente. Por el contrario si S es tratado como una pila, siempre
quitando el nodo anadido mas recientemente, entonces los nodos de V seran examinados desde s en

profundidad. Estos dos enfoques bdsicos conducen a los algoritmos 1.1y 1.2 (Heileman, 1998).

Anchura (GRAFO G = (V, E), nodo s) » s es el origen

1 paracadaveV hacer

2 d[v] « false » todos los nodos estan no marcados
3 d[s] « true » marcar el origen

4 Anadir (Q, s)

5 mientras Vacia (Q) = falso hacer

6 v « Avanzar (Q)

7 paracadau € adyacentes([v] hacer

8 si d[u] = falso entonces » ¢estda marcado el nodo u?

9 d[u] ¢« true » marcar el nodo u

[ERy
o

Afiadir (Q, u)

Algoritmo 1.1. Busqueda en anchura en un grafo

Profundidad (GRAFO G = (V, E))
1 para cada veV hacer

2 d[v] « false » todos los nodos estan sin descubrir
3 para cada sV hacer

4 si d[s] = false entonces » ¢iestd marcado el nodo s?

5 Visita (G, s)

Visita (GRAFO G = (V, E), nodo s) » s es el origen

1 d[s] = true » el nodo s es descubierto y marcado
2 paracadau € adyacentes[s] hacer

3 si d[u] = false entonces » ¢estd marcado el nodo u?

4 Visita (G, u)

Algoritmo 1.2. Busqueda en profundidad en un grafo
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En ambos algoritmos se utiliza un arreglo booleano d[1..|V|] para mantener los nodos marcados
y no marcados de V. Con este esquema, un nodo /i se considera no marcado si d[i] almacena el

valor false, ymarcadosid[i] esiguala true.

En el Algoritmo 1.1 en las lineas 1-3 se lleva a cabo la tarea de marcar el nodo origen y de designar
inicialmente todos los nodos como no marcados. En el resto del algoritmo, se quita de la cola un nodo
cada vez, comenzando con el origen s. Para cada nodo v quitado, todo nodo u adyacente y no

marcado es primero marcado en la linea 9 y después insertado en la cola en la linea 10.

En el Algoritmo 1.2 mostrado, en vez de emplear explicitamente una pila, se utiliza recursién para
asegurar que los nodos marcados son considerados en orden LIFO. Debido a que es una busqueda en
profundidad, una vez que un nodo origen s es seleccionado, el algoritmo buscard en el grafo con
mayor profundidad (desde s) hasta que ya no pueda encontrar un nodo no marcado. En este punto, si
hay nodos restantes no marcados, se selecciona uno de ellos como el nuevo origen para seguir
buscando. En el Algoritmo 1.2 el método Profundidad() es el responsable inicialmente de hacer que
todos los nodos estén no marcados y de escoger los nodos origen. En Profundidad() se invoca al
método Visita() para realizar la busqueda en profundidad desde cada origen. Las llamadas recursivas
se hacen desde Visita() en la linea 4, devolviendo el control a Profundidad() sélo después de que

todos los nodos no marcados accesibles desde un origen s hayan sido marcados.

Ambos algoritmos son aplicables en grafos no dirigidos, asi como en grafos ponderados. En una
representacién del grafo de entrada como lista de adyacencia el tiempo de ejecucién de estos dos

algoritmos es 8(V + E).

1.3 Formas de representacion gréfica de ADN, ARN y proteinas

La utilizacién de métodos graficos es una herramienta util para estudiar sistemas biolégicos. Para el
caso de los genes y proteinas existen distintas formas de representacion grafica de las mismas. El uso
de éstas en genes y proteinas posibilita que fragmentos con informacidn relevante puedan ser
obtenidos rdpidamente por la inspeccién visual de la trama de la secuencia. Existen diferentes
técnicas de ploteo de secuencias de ADN y proteinas que abarcan desde los espacios 2-D, 3-D, hasta
espacios complejos de cinco y seis dimensiones. A continuacidon se describirdn las principales
representaciones graficas de genes y proteinas en espacios 2-D (Nandy et al., 2006, Randic et al.,

2010).
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1.3.1 Representaciones cartesianas

Las representaciones basadas en un Sistema Cartesiano de dos dimensiones sigue siendo la forma
principal de métodos graficos por su simplicidad y percepcién intuitiva. Para el caso del ADN, las
secuencias de nucleétidos son ploteadas en un camino a través de una cuadricula, usando cuatro
direcciones cardinales representadas cada una por una base. La idea es leer una secuencia de ADN
base por base e ir ploteando puntos en un grafo. La ruta que tome el camino va a estar determinada
en dependencia de cdmo se asocien las cuatro direcciones cardinales a cada una de las bases. En
(Nandy, 1994) un punto serd ploteado moviéndose un paso en la direccién del eje x-negativo si la
base es adenina (A), en direccidn opuesta si la base fue guanina (G); se avanzara un paso en la
direccion del eje y-positivo si la base fuera citosina (C) y en direccion opuesta correspondera si la base
fuera timina (T). (Gates, 1985) y (Leong and Mogenthaler, 1995) han propuesto otras variantes de
asociar cada base a cada una de las cuatro direcciones cardinales. En la Figura 1.5 se resume las
ideas expuestas por Gates, Nandy y Leon-Mogenthaler en sus trabajos.

Leong—
Gates i Nandy Mogenthaler

C A

G

Figura 1.5. Representaciones graficas para secuencias de ADN en sistemas cartesianos 2D

Asi, una traza como ATGGTGCACC desplegara en los tres sistemas una traza como la mostrada en la

Figura 1.6.
T c
T
G c A G c A
A T G
Gates Nandy Leong and Morgenthaler
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Figura 1.6. Representacion cartesiana de la secuencia ATGGTGCACC

Es interesante notar que estos tres sistemas de coordenadas son exhaustivos en cuanto a las posibles
representaciones de cuatro bases en un espacio 2-D, por lo que unidos forman un completo conjunto

de descripciones para una secuencia dada.

La limitacidn inherente a estos trazados rectangulares es que en su trayectoria puede existir
solapamiento de caminos. Esta degeneracién produce pérdida de informacidn, lo que trae consigo
que las representaciones graficas no sean necesariamente Unicas y que de la trama del ADN graficado
no sea posible la reconstruccién de la secuencia inicial. Sin embargo, del punto de vista practico, es
improbable que, para las secuencias de ADN de interés, uno arribe a idénticas representaciones
graficas partiendo de dos secuencias diferentes de ADN, particularmente para secuencias de
moderado tamafio. Es mads, aln cuando tal caso ocurriera, esto no significa que la representacién
grafica perdiera valor, pero puede quizds hacerlas mas interesante todavia. Esto es debido a que las
representaciones graficas fueron introducidas para facilitar la bisqueda de secuencias similares de
ADN; y secuencias de ADN que tengan la misma representacion grafica pueden, indudablemente,

tener similitudes inherentes.

La representacidn cartesiana hecha para secuencias de ADN, se puede extender también a proteinas.
Para ello el conjunto de 20 aminodcidos que conforman las proteinas se divide en cuatro subgrupos.
Cada subgrupo lo integraran aminodacidos que compartan propiedades afines. La divisién mds comun
es en aminoacidos polares, apolares, bdsicos y acidos. La composicién de cada uno de estos

subgrupos se muestra en la Tabla 1.3.

Apolares Polares Acidos Basicos
Glicina Serina Acido glutamico Lisina
Alanina Treonina Acido aspartico Arginina
Valina Tirosina Histidina
Leucina Cisteina

Isoleucina Glutamina

Metionina Asparagina

Fenilalanina Triptofano

Prolina

Tabla 1.3. Aminoacidos polares, apolares, basicos y acidos.
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Luego cada subgrupo de aminodcido es asociado a una direccién del plano cartesiano. En la
herramienta ESPECTRO, que sera descrita en el Capitulo 3, la distribucién que se emplea es la

mostrada en la Figura 1.7.

Apolares

Acidos Bisicos

Polares

Figura 1.7. Direcciones del plano cartesiano asociadas a cada subgrupo de aminoacidos.

1.3.2 Representacion del ADN como espectro

En esta representacion, se pintan cuatro lineas en una superficie y se etiquetan con A, G, Ty C. La
secuencia de ADN estudiada se coloca debajo de las cuatro lineas, estando separadas las bases que la
conforman a una distancia uniforme. Para obtener la representaciéon grafica del ADN, se trazan lineas
través de la secuencia de ADN y se asigna a cada base un punto en la correspondiente linea
horizontal. Los puntos asi distribuidos en las cuatro lineas son conectados sucesivamente, formando
un espectro que caracteriza la secuencia de ADN. Una representacidn de este espectro se muestra en

la Figura 1.8.

AVAAVIVINS
|

G3CCTCTGACCTA

*
;

I ]

\;

Figura 1.8. Representacion de una secuencia de ADN como espectro.
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=
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Este método es util pues no tiene degeneracion involucrada. Las cuatro lineas horizontales pueden
ser etiquetadas en cualquier orden, por lo que habra 4! = 24 posibles grafos asociados a cada
secuencia de ADN. Entre aquellos que usan este método se encuentra Randic, Vracko, Lers and
Plavsic (Randic et al., 2003) que utilizaron la técnica en problemas de alineamiento de secuencias de
ADN y en general, en estudios comparativos de ADN. Normalmente se remplazan las letras A, C, G, T
gue etiquetan las cuatro lineas por los nimeros 1, 2, 3, 4; esto transforma la secuencia alfabética en

III

una secuencia numérica. La ventaja de esta “trivial” substitucidn es que sobre la secuencia numérica
se permite realizar ahora operaciones aritméticas que pueden presentarse graficamente y pueden

visualizarse.

1.3.3 Representaciones de proteinas en grafos tipo estrella
Los grafos estrella estdn conformados por un vértice central y numerosas ramas en formas de rayos,
en los cuales solo aparecen vértices de grado dos o uno. En la Figura 1.9 aparecen en tres formas

diferentes grafos estrella que tienen 11 ramas y 21 vértices ademas del vértice central.

Figura 1.9. Grafos tipo estrella

A pesar de que lucen diferentes los diagramas, las tres formas representan la misma secuencia, por
tanto son grafos isomorfos. Ni las longitudes de las aristas, ni su posicionamiento relativo son

importantes, con tal que se mantenga la adecuada conectividad del grafo.

¢Coémo se asocia un grafo tipo estrella a una proteina? Se hace corresponder cada rayo con un
aminodcido del conjunto de los 20 que forman las proteinas, siendo el nimero de vértices que
integran el rayo la cantidad de veces que aparece ese aminoacido en la secuencia que describe la

proteina.
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El grafo de la Figura 1.9 permite (3!) * (7!) = 30240 diferentes asignaciones de aminoacidos a sus
vértices conociendo que tres aminoacidos ocurren una sola vez, que siete aminoacidos ocurren dos
veces y que solo un aminodacido se repite cuatro veces. De este mismo modo el grafo anterior se
puede hacer corresponder a mas de 30000 proteinas. Esto representa una pérdida colosal de
informacidn que tipicamente acompaia a varias representaciones graficas de biosecuencias. Sin
embargo, esta pérdida de informacién puede ser recuperada cuando se asignan etiquetas a los

vértices del grafo como se mostrard a continuacién.

El grafo de la Figura 1.10 es la representacién grafica de la cadena A de la insulina humana que
involucra a los siguientes 21 aminodcidos:
Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-GlIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn

Se puede apreciar que Cys aparece cuatro veces, Asn, Gln, Glu, lle, Leu, Ser y Tyr aparecen dos veces,
mientras que Gly, Thr y Val aparecen solo una vez. En la Figura 1.10 (izquierda) se ha realizado el
diagrama del grafo etiquetando cada una de las 11 ramas con los aminodcidos que describen la
secuencia de la cadena A de insulina humana. Se empieza con el aminoacido Gly y se termina con
Asn. Es importante hacer notar que el vértice central de la estrella, el cual representa su origen, no
pertenece a ningln aminodacido particular. En la Figura 1.10 (derecha) se realiza otro diagrama del
mismo grafo, pero esta vez las etiquetas del 1 — 21 que se afiaden a sus vértices indican la posicion

individual de cada aminoéacido en la secuencia.

Cys
I}

Glu lle

Leu

Figura 1.10. Representacion de la cadena A de la insulina humana en un grafo tipo estrella.
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1.3.4 Proteinas como matrices de adyacencia de aminoéacidos

Se puede asociar a cada proteina una matriz de 20*20 (AA), donde cada fila y columna representa
uno de los 20 aminoacidos que conforman las proteinas. El elemento (i, j) de la matriz indicara el
numero de veces que el aminodcido (/) es seguido a continuacion por el aminodcido (j) en la
secuencia de proteina cuando esta es leida de izquierda a derecha. Esta matriz no es simétrica, y
cuando un aminoacido se repite seguidamente en la secuencia, se incrementa su valor en la diagonal
principal. La suma de los elementos de una fila de esta matriz proporciona la abundancia del
correspondiente aminoacido en la secuencia, exceptuando el uUltimo aminodcido de la secuencia, el
cual no es incluido en su fila. Igualmente, la suma de una columna proporciona la abundancia de
dicho aminodcido en la secuencia, a excepcion del primero que no se incluye en su correspondiente
suma. Mientras que los valores en las filas indican las adyacencias cuando la proteina es leida de
izquierda a derecha, las entradas en la columna indican las adyacencias cuando la secuencia de

proteina es leida de derecha a izquierda.

Resulta de interés la construcciéon de matrices simétricas de adyacencias de aminoacidos, estas se

pueden obtener adicionando la matriz de adyacencia AA con su traspuesta AA". La secuencia:
WTFESRNDPAKDPVILWLNGGPGCSSLTGL

perteneciente a la levadura Saccharomyces cerevisiae se representa en la Figura 1.11 mediante el

grafo asociado a la matriz AA de dicha secuencia.

Glu Cys
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Figura 1.11. Representacion de la proteina Saccharomyces cerevisiae que describe las conexiones
locales de sus aminoacidos

1.3.5 Mapas de cuatro colores

La representacién de biomoléculas en mapas de colores es aplicable tanto a genes como a proteinas.
Primeramente, se muestra un ejemplo de su uso en secuencias de ADN, tomando de muestra el exén
1 del gen de B-hemoglobina humana. El primer paso es plegar la secuencia en forma de espiral
dentro de una cuadricula como se muestra en la Figura 1.12 (a). Se ha hecho énfasis en una arista de

la espiral para una mejor visibilidad.

(a)

G|C ClT|G|G|G|C
|G G T|GlG
G G SEE

Gla C G C

Tlclc]|c clclclce
G|T clTlclc
clolalcla|t]lclt]r
TlT]G GltlclT]G
clclclclag|T|C G
G|T|T|G G| T

Figura 1.12. (a) Secuencia del exdn 1 del gen de B-hemoglobina humana codificada dentro de una cuadricula en
forma de espiral. (b) Representacion en mapas de colores de la misma secuencia.
Como son cuatro los nucleétidos que conforman el ADN, se emplean cuatro colores para diferenciar a
cada uno. La espiral empieza en el cuadro centro de la cuadricula que contiene el nucledtido A
(adenina), y termina en la ultima celda de la periferia que contiene a una G (guanina). El resultado es
una cuadricula etiquetada con cuatro letras A, C, G y T cada una de un color distinto. El siguiente
paso es agrupar las celdas adyacentes que presenten igual color. Dos celdas son adyacentes si tienen
una arista comun. En la Figura 1.12 (b) se puede apreciar el mapa de cuatro colores conformado de la

secuencia ejemplo.

Esta representacion permite hacer una inspeccién visual de similitudes/disimilitudes entre secuencias
de ADN. Es importante sefalar que pequefios cambios en la secuencia de nucleétidos pueden alterar

considerablemente la configuracion final del mapa de cuatro colores.
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En secuencias de proteinas igualmente se pliega la cadena en forma de espiral sobre una cuadricula.
Los principales cambios respecto al modo de operar en secuencias de ADN, son referidos al aspecto
de agrupar las celdas, pues son diferentes los enfoques que se emplean. Como el alfabeto de las
proteinas lo integran 20 tipos de aminoacido, la probabilidad de que dos aminodcidos del mismo tipo
sean adyacentes se reduce, comparados con la probabilidad de agrupar dos nucleétidos de un
conjunto de cuatro para el caso de la cuadricula que se obtiene de la representacién de un gen.
Debido a esto es frecuente dividir el conjunto de 20 aminoacidos en subgrupos por propiedades
afines. La divisidn mas comun es en aminodacidos polares, apolares, basicos y acidos, como se muestra
en la Tabla 1.3. Luego, el mapa sera de tantos colores como subgrupos se hayan conformado. Dos
celdas adyacentes se agrupan si los aminoacidos que la integran pertenecen a un mismo subgrupo.
Esta es una posible opcidn que se sigue, sin embargo, se puede crear un mapa de 20 colores, donde

solo dos celdas adyacentes se agrupan si contienen el mismo aminodcido.

1.4 Consideraciones finales del capitulo

En este capitulo se han descrito los elementos fundamentales que caracterizan a las biomoléculas,
particularizando en dos tipos principales de acidos nucleicos que se diferencian, tanto estructural
como funcionalmente, son: los acidos desoxirribonucleicos (ADN)y los acidos ribonucleicos (ARN);

y haciendo énfasis principal en las proteinas.

Se mostraron algunas de las representaciones graficas que se han creado para representar genes y
proteinas, entre ellas las cartesianas, las que representan al ADN como espectro, la representacién de
proteinas en grafos tipo estrella, las proteinas como matrices de adyacencia de aminodcidos y los
mapas de cuatro colores. Cada una de estas representaciones permite extraer informacién de las
secuencias desde distintos enfoques, algunas solo aplicables a proteinas y otras solo a ADN o ARN, y
otras generalizables. El uso de estas formas de representacidn posibilita que fragmentos con
informacidn relevante se puedan obtener rapidamente por la inspeccidn visual de la trama de la
secuencia, permiten establecer una relacidon entre la estructura de la molécula y su actividad, son
libres de alineamientos, o sea, la evaluacién de las similitudes en las cadenas de ARN y ADN no se
basan en la comparacidn lineal de las secuencias de bases nitrogenadas que lo conforman, sino en

variantes graficas de la representacion de la molécula.

Elementos bdsicos de la teoria de grafos fueron mostrados para esclarecer los tipos de seudografos
que se utilizan asi como los principales algoritmos que se aplican después de realizar las
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representaciones. La mayoria de las modelaciones utilizan grafos no dirigidos, en algunos casos
ponderados, representados en matrices y listas de adyacencias, sobre las cuales se aplican recorridos

a lo ancho y en profundidad.

Las representaciones graficas ofrecen posibilidades visuales para el analisis de los biomoléculas, sin
embargo, su mayor potencialidad consiste en sentar las bases para caracterizarlas numéricamente y

asi permitir el calculo de sus similitudes a partir de descriptores que se identifiquen.
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2 Caracterizacion numeérica de las biomoléculas

La idea detrdas de la caracterizacion numérica de secuencias de ADN y proteinas es proveer
descriptores matematicos que permitan capturar la esencia de la composicion y distribucion de las
bases que componen las secuencias de una manera cuantitativa, de modo que facilite la
identificacion y comparacidn de similitudes y disimilitudes de secuencias. La composicion de una
secuencia se refiere al contenido total de cada una de las bases que integran la secuencia, siendo su
determinacién facil de calcular. La distribucion de una secuencia es mads informativa y capaz de
diferenciar entre varios genes y proteinas, aun cuando se presente igual composicion en las

secuencias comparadas.

Con los valores obtenidos de la caracterizacion numérica se espera que proporcionen cercanas
homologias cuando proteinas y genes que compartan relaciones evolutivas, sean comparados con
otros genes y proteinas de especies de su familia; mientras que para otros genes y proteinas los
valores obtenidos sean bastantes diferentes. La composicidon y caracteristicas de la distribucién de
una secuencia formarian parte de un conjunto de descriptores con los cuales se cuantificaria cada

secuencia de gen o proteina.

El objetivo de los métodos de caracterizacion numérica para secuencias de ADN vy proteinas
propuestos por varios autores es formular un nimero que describa la distribucidn de una secuencia.
Existen dos enfoques para definir dichos descriptores: geométricos y grafico tedricos (Nandy et al.,
2006). En este capitulo se abordan los principales elementos de estos enfoques, y se particularizara

en el cdlculo de los indices topoldgicos y los momentos espectrales.

2.1 Enfoque geométrico

El enfoque geométrico, realizado por primera vez por Raychaudhury y Nandy (Raychaudhury and
Nandy, 1999) es derivado de las representaciones graficas de secuencias de ADN y proteinas en
cuadriculas rectangulares 2D, que empleaban un par coordenado (x, y) para representar
numéricamente cada base de la secuencia. Dada las representaciones cartesianas de las secuencias

de ADN y proteinas se definian los momentos (u,, ,) y el radio del grafo (gg) mediante las férmulas:
XX XYi ’
Uy = N Uy =T y Yr = .ux2+.uy2
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donde los (x;, y;) representan las coordenadas de cada punto de la graficay N es el ndmero total de
bases en el segmento. Aqui el (gg) representa el indice de distribucion de cada base y
depende de la posicion de cada base en la secuencia. La definicidn de (gz) y los momentos de primer
orden (u, H,) también permiten calcular similitudes y disimilitudes entre los grafos que describen las

secuencias por medio de los indices definidos como:

2
Agr = \/(#1x — Upx)? + (.U1y - .U1y)

donde u; y u, se refieren a dos secuencias diferentes de ADN o proteinas. Los indices gr y Agr han
mostrado ser dos medidas muy sensitivas de la composicion y distribucidon de secuencias. Los valores
que ellos proporcionan dependen del tipo de mutacién ocurrida en una secuencia asi como del lugar

en que esta ocurre. Agp es especialmente util comparando secuencias de igual longitud.

2.2 Enfoque grafo-tedrico

En el enfoque grafo tedrico, una secuencia de ADN o proteina se representa por un grafo G = (V, E),
donde V es un conjunto no vacio de vértices que representan los mondmeros por los cuales estan
constituidas las mismas (nucleétidos en el caso del ADN y aminoacidos para las proteinas) y E es el

conjunto de aristas. Tales grafos pueden ser representados como matrices de adyacencia.

Para este enfoque una distancia grafo teérica D puede ser definida como D; = (dj), donde dj es la
cantidad de aristas entre los vértices i y j, es decir, la longitud del camino entre los vértices i y j. Varias
han sido las invariantes grafo tedricas que han sido formuladas empleando distintos tipos de
matrices. Una particular, es la matriz D/D, donde los valores propios de la misma han sido utilizados
para cuantificar la forma de estos grafos. Los elementos de la matriz D¢/Dgs son (dg/dg); , donde d
representa la distancia Euclidiana entre los vértices i y j; y donde dg es la distancia grafo tedrica
referida anteriormente entre el par de vértices (i, j). El empleo de estas matrices se justifica por el
hecho de que el vector formado por los valores propios de la misma es una medida del grado de
doblez o plegado de la estructura que el grafo representa, de ahi el interés de esta matriz en la
guimica estructural. El uso de esta metodologia ha sido considerado como un buen descriptor para

secuencias de genes y proteinas (Randic et al., 2000).

Para comparar dos secuencias se obtienen los vectores formados por los valores propios de sus
respectivas matrices D/D. Luego se halla la distancia entre los mismos. Dos secuencias se pueden

considerar similares si el valor obtenido de la distancia entre ambos vectores es pequeiio. Otro
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enfoque de comparacion utiliza el dngulo que existe entre ambos vectores. Dos secuencias son muy
similares si el dngulo entre los dos vectores esta cercano a cero y relativamente disimiles en otro

Caso.

Para ilustrar la construcciéon de la matriz D/D se emplea el siguiente segmento de ADN
ATGGTGCACCTG formado por 12 bases. El primer paso consiste en graficar dicha secuencia en un
mapa cartesiano, se utiliza para ello la representacion Nandy, Figura 2.1. Al diagrama de la figura se le

han afiadido las etiquetas 1 — 12 para indicar la posiciéon de cada base en el grafico.

[
(%]
o

Figura 2.1. Representacion cartesiana tipo Nandy de la secuencia ATGGTGCACCTG con los pasos enumerados.

La matriz D/D asociada a este grafo se muestra en la Figura 2.2. Como se puede observar, todos los
elementos de la matriz para las bases que son adyacentes son iguales a uno, porque para ellos la
distancia Euclidiana y la distancia grafo tedrica son iguales. Para los restantes elementos de la matriz,
se evalla la distancia Euclidiana entre ellos y se divide por la distancia a lo largo del camino, que esta

dada por el nimero de aristas que los separan (en vista de que todos los pasos son de la misma
longitud). Por ejemplo, el elemento (2,5) es igual a \/3/3 , pues la distancia Euclidiana que los separa
se calcula por Pitagoras V22 + 12 = /5, mientras que el numero de aristas que los separan a lo largo
del camino es tres. Observar también que, aunque la distancia Euclidiana entre la primera y cuarta
base, y la primera y la octava base es la misma (igual a V/5), los elementos de matriz (1, 4) y (1,8) son
diferentes, pues el nimero de pasos que separan las bases 1y 3,y 1y 8 son diferentes, siendo tres y

siete enlaces, respectivamente.
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1
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0 1 Van V5/3 V8/4 V13/5 V10/6 V517 28 V519 210 311
2 0 1 2/2 NATE V104 35 2/6 V517 /818 NET V1010
3 0 1 V2i2 V513 2/4 1/5 V216 et V218 V519
4 0 1 V2an 113 0 /5 246 117 V218
5 0 1 NGT)) 1/3 214 33 26 NLTY
6 0 1 V2 V513 10/ NATH 2/6

7 0 1 V212 VETE] 214 1/5
8 0 1 22 113 V204
9 0 1 0 113

1 0 1 V212
1

1

[ B )
=]

Figura 2.2. Matriz D/D asociada a la representacién grafica de la Figura 2.1

2.3 indices topoldgicos

Los indices topoldgicos (IT) son otra forma grafo tedrica de caracterizar numéricamente
representaciones graficas de secuencias de ADN y proteinas. Los valores numéricos que ellos
proporcionan a diferencia de los obtenidos de las matrices D/D no se basan en conceptos de
distancias, sino en codificaciones que se hacen de la estructura de las moléculas a través de
informacidon quimica que se le es incluida a los grafos que las representan. Para ello el grafo
molecular se convierte en un grafo valorado, donde sus nodos y aristas son ponderados con

propiedades fisico-quimicas de los mondmeros que simbolizan (Estrada, 1998).

La idea que se persigue con la representacion de las biomoléculas mediante grafos y su posterior
caracterizacién numérica a través de los indices topoldgicos es poder plegar las secuencias primarias
de genes y proteinas en estructuras secundarias artificiales que muestren caracteristicas relevantes

de las reales como son hidrofobicidad, polaridad, solubilidad, composicién, entre otras.

Los momentos espectrales (u,) previamente introducidos por Estrada (Estrada, 1996, Estrada, 1997)
son un ejemplo de indices topoldgicos. El momento espectral de orden k es definido como la traza o
suma de los elementos de la diagonal principal de la matriz de adyacencia de enlace correspondiente
a un grafo molecular elevada al grado k. Esta es una matriz cuadrada simétrica cuyos elementos no
diagonales son unos o ceros si los enlaces correspondientes comparten un 4&tomo o no. Los elementos
de la diagonal principal se ponderan con los pesos de enlace que describen propiedades de
hidrofobicidad/polaridad, electronicas y estéricas de las moléculas. Pueden ser también

contribuciones de enlaces a las propiedades fisicoquimicas como: coeficiente de particidn, area de
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superficie polar, polarizabilidad, cargas atémicas Gasteiger Marsilli, radio atdmico de Van der Waals y

refraccion molar (Brown, 1999).

En el trabajo inicial de Estrada (Estrada, 1996), se definieron los momentos espectrales para
moléculas pequefias, sin embargo, en investigaciones posteriores que se han hecho como
continuacién de su trabajo en el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central Marta
Abreu de las Villas, se ha extendido la aplicacidon de los momentos espectrales a genes y proteinas

(Agliero-Chapin et al., 2010, Agliero-Chapin et al., 2011a, Agliero-Chapin et al., 2011b).

2.4  Célculo de los momentos espectrales

Para caracterizar una secuencia de gen o proteina mediante los momentos espectrales, se hace
necesario codificar su secuencia primaria en un grafo. Para ello se emplean las representaciones
graficas que se hacen de estas biomoléculas vistas anteriormente. A continuacion se ejemplifica el
uso de los momentos espectrales empleando representaciones cartesianas de tipo Nandy de genes y

proteinas, asi como mapas de colores.

En la Figura 2.3 (a) se muestra la representacidn cartesiana de la secuencia (D;-E,-D3-K4-Vs). Cada uno
de los nodos del grafo se ha etiquetado con los aminoacidos que simbolizan dado el mapeo de la
secuencia que se ha hecho en el plano siguiendo la distribucién de la Figura 1.7 y la clasificacién de los
aminodcidos en polares, no polares, basicos y acidos de la Tabla 1.3. Notar que el nodo central
contiene a E y a K. La matriz de adyacencia de enlace B es una matriz donde cada una de sus filas y

columnas se hace corresponder con una arista del grafo siendo:

B = {1 sila arista i y la arista j presentan un vértice en comuin
Y 0 en otro caso

Dicha matriz es una matriz cuadrada simétrica. Para incluir informacién quimica en la representacion
hecha de la proteina los elementos de la diagonal principal se ponderan con pesos de enlace que
describen propiedades de hidrofobicidad/polaridad, electronicas y estéricas de los aminoacidos.
Particularmente para el ejemplo desarrollado se ponderara el elemento B; con el promedio de la
carga electrostatica (Q) entre los dos nodos enlazados pertenecientes a la arista i, que a su vez fueron
ponderados con carga electrostatica (g) del campo de fuerza Amber 95. “q” es igual a la suma de las

cargas de todos los aminoacidos ubicados en el nodo. La matriz de adyacencia de enlace del grafo que

representa el fragmento de secuencia analizada se muestra en la Figura 2.3 (b).
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Figura 2.3. (a) Representacion cartesiana del fragmento proteico DEDKV. (b) Matriz de adyacencia de
enlace asociada a la representacién anterior.

Luego los momentos espectrales de orden k se expresan mediante la férmula:
we =Tr[(B)] (2.1)
donde Tr es el operador traza que indica la suma de todos los valores en la diagonal principal de la

matriz.

A continuacién se calculan los momentos espectrales de orden uno, dos y tres. Los valores de carga
electrostatica del campo de fuerza Amber 95 para los aminodcidos D, E, K, V son 1.997, 1.885, 2.254 y
2.24 respectivamente. El valor de u, coincide con el nimero de filas de la matriz B, pues (B)° es igual

a la matriz identidad.

1/3.068 1 1
p=Tr[(®)=Tr|l 1 3068 1 =9.325
1 1 3.189

3.068 1 1 \? 11412 7.136  7.257
uy = Tr[(B)?] =Tr ( 1 3.068 1 ) =Tr (7.136 11.412 7.257 || =34.995

1 1 3.189 7.257  7.257 12.169

3.068 1 1\ 49.406 40.562 41.691
us = Tr[(B)3] =Tr 1 3.068 1 =Tr|(40.562 49.406 41.691 ||=152.137

1 1 3.189 41.691 41.691 53.323
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Para la representacion de proteinas en un mapa de cuatro colores se considera un nodo del grafo una
agrupacion de aminodacidos del mapa o regién. Dos regiones son adyacentes si presentan un borde
en comun. Para el cdlculo de los momentos espectrales en representaciones de mapas de colores de
genes y proteinas la matriz B que se emplea es la matriz de adyacencia de nodos, a diferencia de la
matriz de adyacencia de enlace que era la utilizada en las representaciones cartesianas. Debido a esto
el numero de nodos del grafo o de regiones del mapa serd igual al nimero de filas y columnas de la
matriz B. Como una regién del mapa estarad formada por un conjunto de aminoacidos que comparten
propiedades fisicoquimicas similares, el nodo en el grafo que representa esa regién se ponderara
como la suma de las propiedades individuales (g) de cada aminoacido que integra el nodo. La suma

de las propiedades fisicoquimicas que pondera un nodo se denomina Q.

Luego, la matriz B derivada de representaciones como mapas de colores de genes y proteinas se

define como:
Qi + Qp/2 siel nodo iy j sonadyacentesysi i # j
Bijj=10 silos nodos i y j no son adyacentes y si i # j (2.2)
Q; sii=j

Como ejemplo, se emplea el segmento de secuencia (Mi-V2-N3-S4-Ss-Ke-S7-ls-Lg). EI mapa de cuatro

colores y la matriz B asociada a esta secuencia de aminoacidos se puede apreciar en la Figura 2.4.

Los valores (q) asociados a cada aminoacido seran la carga electrostatica del campo de fuerza Amber
95 (M=1.91, V=2.24, N=2.07, S=2.09, K=2.25, 1=2.03, L=1.91). Los momentos espectrales para

k=0, 1, 2 de la secuencia analizada se calculan segun la expresion (2.1).

8.09 7.17 509 5.17\°

717 625 0 425 ||_,
509 0 209 217
517 4.25 217 2.25

1o =Tr[(B)°] =Tr

8.09 7.17 509 5.17\'

717 625 0 4.25
509 0 2.09 217
517 4.25 217 2.25

u, =Tr[(B)Y] =Tr = 18.68
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8.09 7.17 5.09 5.17\°2
717 625 0 425

509 0 209 217
517 4.25 217 2.25

169.494 124.790 63.035 94.976
—Tr 124.790 108.534 45.718 73.194

Hy = Tr[(B)?*] =Tr

63.035 45718 34895 35733 |~ 367486
94976  73.194 35733 54.563
(@) ®) ©

Mi-V3- N3- S4- S5- Kg- S7-1g- Lg

@
1 2 3 4

Lo+ Ve+M +I,+Ns+S,+5; Lo+ Ve+M +1,+8  Lo+V,+M, +, +K,

1 Lo +V, +M, +1, - : -

2 | Lo+ Vo4 M, +1+ N, + S, +5; N; + 8, +5. + K,

N, +S, + 5, 0

2 2
3 Le+V,+M, +1, +5, 0 s, K, +5.
2 2
4 Lo+V,+M, +1; +K, N, +5,+5, +K, K; +5. K,
2 2 2

Figura 2.4. (a) Secuencia de aminoacidos. (b) La secuencia plegada dentro de una cuadricula en forma de espiral (c) Representacién
en mapa de colores de la secuencia. (d) Matriz B asociada al mapa de cuatro colores.

2.5 Consideraciones finales del capitulo

Al calcular ciertas propiedades topoldgicas a partir de los grafos utilizados para representar
biomoléculas, se puede establecer una relacion entre la estructura de la molécula y su actividad.

Estos modelos son libres de alineamientos, o sea, la evaluacion de las similitudes en las cadenas de
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ARN, ADN vy proteinas no se basan en la comparacion lineal de las secuencias de bases nitrogenadas
que lo conforman, sino en el enfoque grafo-tedrico de la representacidon de la molécula. De esta
forma se pueden proveer descriptores matematicos que permiten capturar la esencia de la
composicion y distribucidn de las bases que componen las secuencias de una manera cuantitativa, de
modo que facilite la identificacién y comparacion de similitudes y disimilitudes de secuencias. Una
vertiente con éxito en tal sentido es el calculo de los indices topolégicos a partir de grafos,

particularmente los momentos espectrales.
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3 ESPECTRO: software que permite representar, describir
y caracterizar secuencias de ADN y proteinas

En este capitulo se exponen las principales caracteristicas del software ESPECTRO, desarrollado como
resultado de esta investigacion para facilitar la caracterizacion numérica de secuencias de ADN y
proteinas a partir de sus representaciones graficas. Se especificara el actor del sistema, sus casos de

uso y el diagrama de clases, detallando las principales clases y sus interacciones en el sistema general.

3.1 Generalidades de ESPECTRO

En este trabajo se desarrolld el software ESPECTRO con el objetivo de brindar una herramienta a los
investigadores en Bioinformatica que permita caracterizar numéricamente secuencias de ADN y
proteinas a partir de sus representaciones gréficas. En el software se implementa una metodologia
libre de alineamiento que se basa en la teoria de grafos y que permite extraer informacion de dichas
biomoléculas. La metodologia empleada es una extensién de la definida en (Estrada, 1996, Estrada,
1997) para el calculo de los momentos espectrales. El calculo de los momentos espectrales se usa para
llevar a cabo la Relacion Cuantitativa Secuencia Funcion (QSFR) la cual permite la clasificacién de

clases de genes y proteinas sin necesidad de ejecutar un procedimiento de alineamiento.

ESPECTRO 1.0 también es una herramienta que permite obtener representaciones graficas 2D de
genes y proteinas, posibilitando realizar inspecciones visuales de fragmentos de secuencias de ADN y
proteinas en busqueda de similitudes y disimilitudes. Las formas de representacién graficas
implementadas en (ESPECTRO versién 1.0 ®) son la cartesiana de Nandy (Nandy, 1994)y la de mapas
de colores (Randic and Balaban, 2005). Se emplean éstas pues son las que mas se reportan en la
literatura, aunque en el epigrafe 1.3 se vieron otras existentes que también resultan de utilidad y se

pudieran incorporar facilmente.

El disefio realizado del software es extensible; y posibilita que alternativas distintas de ponderacién
de la matriz que describe el grafo molecular puedan ser empleadas. Por tanto, el cddigo queda
abierto para el empleo futuro de nuevas alternativas para el célculo de los momentos espectrales, asi

como para la inclusién de nuevas formas de representacion grafica 2D de genes y proteinas.
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3.2 Plataforma de desarrollo

Se escogi6 el lenguaje Java para la implementacion de (ESPECTRO version 1.0 ®). Java es un lenguaje

de programacion que es distribuido actualmente como software libre bajo una licencia GNU GPL

(General Public License), lo cual lo hace un gran candidato para el uso en el desarrollo de aplicaciones
en paises del tercer mundo. El lenguaje Java fue creado para trabajar con objetos y de manera

independiente a la plataforma. Esto es posible debido a la JVM (Java Virtual Machine) la cual es una

maquina genérica, que ejecuta un codigo creado al compilar un programa, el cual corre
indistintamente en cualquier ordenador que tenga instalada dicha maquina virtual. Java es un
lenguaje robusto justamente por la forma en que estd disefiado, no permite el manejo directo del
hardware ni de la memoria. Implementa, ademds, mecanismos de seguridad que limitan el acceso a

recursos de las maquinas donde se ejecuta.

Para el trabajo con graficos se empled G, una biblioteca genérica de cddigo abierto (open source)
desarrollada sobre Java 2D y que se distribuye bajo licencia (LGPL). Entre sus caracteristicas destacan:
orientada a objetos gréficos de escena jerarquicos, graficos en capas con soporte de visibilidad,
potentes funciones de deteccién de objetos, soporte para trabajo en coordenadas de mundo y de
dispositivo, soporte para interacciones con el usuario, utilidades para el trabajo geométrico y de

transformacion de coordenadas, peso ligero (aproximadamente 80 KB), autonoma y facil de usar.

Se implementé el analisis de los datos y la ejecucién del algoritmo usando programacién multitarea
basada en hilos. La programacion multitarea permite la realizacion concurrente de varias actividades
en la computadora. Este tipo de programacién puede dividirse en multitarea basada en hilos o basada
en procesos. La programacion multitarea basada en hilos permite ejecutar partes de un programa
concurrentemente, la secuencia de cddigo ejecutado por cada tarea define caminos separados de
ejecucioén a los que se llaman hilos. Como ventajas de la programacién multitareas basada en hilos se
pueden mencionar (Mughal and Rasmussen, 2004):
e buen uso del tiempo en que la CPU esta desocupada,

e los hilos comparten el mismo espacio de memoria, y
e el costo de comunicacidn entre ellos es relativamente bajo.

Java soporta multitarea basada en hilos y provee facilidades para la programacién multihilos.
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Entre los IDE (Integrated Development Environment) disponibles para Java se selecciond el NetBeans

6.5. Es un ambiente de programacién cdmodo, que compila en tiempo real y facil de usar para

depurar un programa.

3.3 Analisis y disefio del software

Para realizar el andlisis y disefio de la herramienta (ESPECTRO version 1.0 ®), se utilizaron las

facilidades del lenguaje UML (Unified Modeling Language) (Rumbaugh and Booch, 2000) que tiene

como objetivos principales la especificacion, visualizacidn, construccion y documentacion de los

productos de un sistema de software. Este lenguaje es usado por el RUP (Rational Unified Process)

(Jacobson et al., 2000) como lenguaje de modelado para lo cual se basa en todos sus tipos de
diagramas, que constituyen diferentes vistas del modelo del producto. La Figura 3.1 ilustra los

diagramas que componen la estructura de un producto escrito por el lenguaje UML.

||
Diagrama de Clases .
Diagrama de Componentes

—

Diagrama de Casos de Uso

I
Modelos

Diagrama de Transicion de Estados

———

/

I ! [ .

Diagrama de Interacciin — Diagrama de Despliegue
- Diagrama de Actividad -
___‘_______.___,_.-—'—'_'_'_._-

Figura 3.1. Diagrama de UML.

De los diagramas de UML que muestra la Figura 3.1, se emplearon el diagrama de casos de uso y el
diagrama de clases. La herramienta empleada para el modelado de los diagramas correspondientes a

las fases de analisis y disefio fue Visual Paradigm 6.0 Enterprise Edition.
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3.3.1 Casos deuso

Los modelos de casos de uso proporcionan un medio sistematico e intuitivo para capturar requisitos
funcionales del sistema basandose en los requerimientos de los usuarios. Ellos dirigen todo el proceso
de desarrollo de un software ya que constituyen el punto de partida para llevar a cabo la mayoria de
las actividades: el andlisis, disefio y prueba del software (Jacobson et al., 2000). Este modelo se realiza
identificando cada actor del sistema como los posibles usuarios para los cuales esta realizado el

mismo.

La herramienta ESPECTRO estd destinada a un solo tipo de actor que es el especialista o investigador
sobre el drea de la Bioinformdatica que desee realizar estudios comparativos de genes y proteinas y
fundamentalmente para el interesado en caracterizar numéricamente secuencias de ADN y proteinas
para la posterior construccién de modelos de clasificacion. Este tipo de especialista debe ser capaz de
interpretar de forma correcta los resultados que brinda el software. Dicho especialista se ha

nombrado usuario en el diagrama de la Figura 3.1

Calcular los momentos espedrales de una@
Salvar los resutados del calaulo de los mn@

Figura 3.1. Diagrama de casos de usos

Usuario
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En la Tabla 3.1 se describen los casos de uso del actor usuario.

Tabla 3.1. Descripcion de los casos de uso.

Casos de uso

Descripcion

Cargar datos

Permite seleccionar el archivo que contiene la descripcién de las

secuencias de ADN o proteina (*.fasta, *.gb, *.gp, *.pdb)

Graficar un gen en un

mapa cartesiano

Permite graficar una secuencia de ADN en un sistema cartesiano de
dos dimensiones. Las secuencias de nucleétidos son ploteadas en un
camino a través de una cuadricula, usando cuatro direcciones

cardinales representadas cada una por una base.

Graficar una proteina

en un mapa cartesiano

Permite graficar una secuencia de proteina en un sistema cartesiano
de dos dimensiones. Las secuencias de aminodacidos son ploteadas en

un camino a través de una cuadricula.

Representar un gen en
un mapa de cuatro

colores

Permite obtener una imagen de un gen que ha sido representado
graficamente en un mapa de cuatro colores. Una secuencia de ADN
se pliega en forma de espiral dentro de una cuadricula y se le asigna
un color diferente a cada base. La imagen queda formada por

regiones coloreadas que determinan agrupaciones de nucledtidos.

Representar una
proteina en un mapa de

cuatro colores.

Permite obtener una imagen de una proteina que ha sido

representada graficamente en un mapa de cuatro colores. La imagen

queda formada por regiones coloreadas que determinan

agrupaciones de aminodacidos con propiedades fisicoquimicas

comunes.

Representar una
proteina en un mapa de

veinte colores.

Permite obtener una imagen de una proteina que ha sido

representada graficamente en un mapa de veinte colores. La imagen

queda formada por regiones coloreadas que determinan

agrupaciones de aminodcidos de un tipo especifico.
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El software calcula los valores de los momentos espectrales de una
Calcular los momentos
proteina, siendo previamente especificada por el usuario la
espectrales de una
representacidn grafica que se hara de la proteina y la ponderacién a
proteina.
emplear para cada uno de sus aminoacidos.

Calcular los momentos | El software calcula los valores de los momentos espectrales de una
espectrales de una secuencia de ADN, dada la representacion grafica especificada por el

secuencia de ADN usuario que se hara de la misma.

Salvar los resultados del | Permite al usuario salvar los valores de los momentos espectrales de
célculo de los las secuencias analizadas. Los resultados se pueden guardar en

momentos espectrales | formato de texto plano o de Excel.

3.3.2 Diagramade clases

La técnica del diagrama de clase se ha vuelto medular en los métodos orientados a objetos. El
diagrama de clase describe los tipos de objetos que hay en un sistema y las diversas clases de
relaciones estaticas (asociaciones, subtipos) que existen entre ellos. También muestran los atributos y
operaciones de una clase y las restricciones a que se ven sujetos, segun la forma en que se conecten

los objetos (Fowler and Scott, 1997).

En la Figura 3.2 se muestran los siete paquetes de clases que se crearon al disefiar el software
ESPECTRO, asi como las relaciones que se establecen entre los mismos. Los paquetes de clases
creados son:

e four_color_adn

e four_color_proteina

e twenty_color_proteina

e pam_proteina

e cartesina

o util

e visual
Las clases asociadas con las estructuras de datos necesarias para manipular la representacion grafica

de una secuencia de ADN o proteina se agruparon en un paquete. Tales son los casos de los

paquetes four_color_adn, four_color_proteina y twenty_color_proteina, que gestionan las clases
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asociadas a la representacién del ADN como mapa de cuatro colores, la representacién de una
proteina como mapa de cuatro colores y la representacidon de una proteina como mapa de veinte

colores respectivamente.

1

I ] twenty_color_proteina |

four_color_adn
1 Nodo_te_proteina 1.4 ] Manipulador_tc_proteina

pam_protena

1
Manipulador_pam_proteina | ¢

Nodo_fc_adn q.* Manipul ador_fe_adn
‘ 1 1 1 1
! 1 1 Elemento 1.4

visual
cartesiana
1

pr_color_proteina

Nodo_fc_proteima Manipulador_fc_proteina Mapa 1
s 4 Plam 2D |1 1 i
I 1 1 1
1] 1 1 1
- 1 |1
1

1.2 1 1N
Hodo
Principal Recuadro 1.
1.* 1

Cuadro 1.4

1 Trabajo

—| 1
1.+ uitil
1.0

Circulo
‘ Fila ‘ ‘ Linea |
[ 12
Poli_Linea
1

Matriz 4

Figura 3.2. Diagrama de clases simplificado.

El paquete cartesiana gestiona las representaciones de genes y proteinas en un sistema cartesiano de
dos dimensiones. El paquete pam_proteina gestiona la manipulacion de una proteina cuando se
pondera utilizando la matriz PAM 250. Cada uno de estos paquetes contiene una clase llamada
Manipulador, que es la que gestiona el contenido del paquete e interactia con las demas clases del
exterior. Dentro de cada una de estas clases Manipulador se han implementado métodos que tienen
por fin simular la construccidon de la representacién gréafica del gen o proteina, obtener el grafo
asociado a la representacidn grafica hecha, obtener la matriz de adyacencia de aristas o de nodos

segun el caso, realizar la ponderacion de la matriz anterior segin lo especificado por el usuario y
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calcular los valores de los momentos espectrales por solo mencionar algunos. Para la realizacidon de
estas operaciones la clase Manipulador se auxilia de la clase Nodo, donde se define la estructura de

un vértice del grafo y la clase Elemento que representa un mondmero de la secuencia.

Figura 3.3.Diagrama de clases del paquete four_color_adn.

Figura 3.4. Diagrama de clases del paquete four_color_proteina.

En la Figura 3.3 y Figura 3.4 se muestran por separado los paquetes four_color_adn y
four_color_proteina con la descripcién de los atributos y métodos que componen cada clase. En

ambas el grafo descrito por una representacién en mapa de cuatro colores de una secuencia de ADN
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o proteinas se implementa mediante una lista de adyacencia. El atributo grafo_FC de tipo
ArraylList<Nodo> es la estructura que se emplea para ese fin. El método espiral() es el encargado de
plegar una secuencia de gen o proteina dentro de una cuadricula en forma de espiral, asi como de
construir el grafo asociado a la representaciéon en mapa de cuatro colores de la secuencia; emplea

para ello un procedimiento de busqueda a lo ancho.

En la Figura 3.5 se muestra los atributos y métodos de las clases que integran el paquete cartesiana.
Dado que el célculo de los momentos espectrales en representaciones cartesianas esta asociado a la
matriz de adyacencia de arista, se emplea una estructura de tipo HashMap (el atributo hash_arista
de la clase Manipulador) para una manipulacion mas eficaz de la coleccion de objetos tipo Arista que

conforman el grafo derivado de la representacién grafica.

|
cartesiana
Arnista Manipul ador 1 1.* HNodo

~id: String ' -grafo . ArrayList=MNodo= {:’_-id st

~indice : int ——<">|-aigas: ArayList<Arista= —=<__>-p: Punto

~orgen : Punto 1 -hash_nodo : HashMap<Punto, Nodo= q [Eucesores: Arrayligt=MNodo=

~gdesting : Punto -hash_arista | HashM ap<String, Arista= -pond_proteina ; double(]]
-momentos_espedrales: double[] -pond_adn ; doublel]
limpiar_datos() -hash : HashSet<Character=
+graph_adn(): byte [J[] -ligta : AmrayList<E lemento>
-ponderar_matriz_adn() : double [][] +valor_nodeol) : double
+graph _proteinal) : byte [][] +insarntar()

EIEMEnin -ponderar_matriz_proteinal) : doukle [][]

[ :?h.ar . -momentos_espedtrales) 1 <>

~posicion : int +calcular_adn)
+calcular_proteinal)
+calcular) - TS
+get_momentos() : double [] 1 e !rrt

- -mult_matrix_square() : double []]] y it
+equals(): boolean
+hashCode() : int

Figura 3.5. Diagrama de clases del paquete cartesiana.

En una representacion cartesiana de una biomolécula, un punto del plano se hace corresponder con
un nodo del grafo. El atributo hash_nodo de tipo HashMap<Punto, Nodo> es el que implementa esta
asociacion de una manera eficaz. Los métodos calcular_adn() y calcular_proteina() de la clase
Manipulador son los encargados de calcular los momentos espectrales asociados a representaciones
cartesianas de secuencias de ADN y proteinas respectivamente.
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visual
Plano_2D
Principal -control_gen : HashSet=Charader=
_control_gen : HashSet<Charader= -control_proteina : HashSet<Characters
-control_proteina | HashSet=Character= -hash : Hashil ap=F unto, Modo=>
- -hash_grafico : HashM ap<Circulo | Modo=
B -boton_loadActmnl?‘erformed() 1 1 _height : int
ome -hoton_calcularAdionP erformed() weight - int
+m ain() 1 1 |hoton_resutAdionPerformed [ ;
+run() - ain(_) 0 -winclow: GWindow
0 -scene | GScene
menu_mapa
1 _menu_plano2D() 1 -llenar_panel ()
+event()
-boton_graficar ActionP erfarmed()
Mapa
! -control _gen : HashSet<Characer-
-control_proteina | HashSet<Character= 1
e Recuadro 1% -mapa : Cuadro(][] 0 1.# - d::uadrn
o ———="">{-dibujo : Recuadra[][] [ e
-y int 17 Lhash : HashM ap<R ecuadro, Cuadro= ES=E '”_t
-r: Color _height : int ~clase : int
-letra : String weight  int ~nodo : int
-==gm ento | GSegment inciow: GWindow
+airtar() -scene | GScene
rdraw() -matriz()
~espiral(): int []
Hlenar_panel_gen() Trabajo
-llenar_panel_proteinad () +doinBackground )
;ILeS:rrrtﬁaneljroteinaMG 1 lone()
-boton_graficar ActionPerformed()
-boton_mapalctionP erfom ed)

Figura 3.6. Diagrama de clases del paquete visual

El paquete visual mostrado en la Figura 3.6 incluye las clases Welcome, Principal, Mapa y Plano2D,
las cuales son las relacionadas con la interfaz visual del software. La clase Welcome contendrd una
pantalla de bienvenida que sera la primera mostrada al usuario. La clase Principal, es el ambiente
principal de trabajo. En ella es donde el usuario introduce las secuencias de genes y proteinas y
procede a realizar el cdlculo de los momentos espectrales de las mismas. La clase Mapa es la
encargada de visualizar representaciones de genes y proteinas como mapa de colores. La clase
Plano2D visualiza representaciones de secuencias de ADN y proteinas en un Sistema Cartesiano de
dos dimensiones. Esta clase presenta un atributo hash_grafico de tipo HashMap<Circulo, Nodo> que
asocia un objeto grafico de tipo Circulo con un nodo del grafo. Este vinculo se hace necesario para la
implementaciéon de las interacciones que brinda el software con el usuario, en los procesos de
visualizacidn de las representaciones cartesianas. Las clases Cuadro, Recuadro y Trabajo también se

incluyen en el paquete visual. Las dos primeras son complementarias de la clase Mapa y se emplean
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para facilitar la visualizacién de los mapas de colores. La clase Trabajo utilizada por la clase Principal
hereda de la clase abstracta SwingWorker incluida en la API del lenguaje Java. La misma presenta un
método llamado dolnBackground() donde se realiza el procesamiento de los datos de manera

concurrente y en un hilo de ejecucion de fondo independiente del proceso que ejecuta la aplicacion

principal.
util
= Tarea =
» ;:I? +ipo :int = nge; =
+nombre : String 14 +ponderacion © int -s2gm ento . GSegme
+momentos : doublell  ———<T3, 2 irada Filal] o0 ; it
+secuenca: String 1 |+ : Thread w0 cint
-1 cirt
+rung) L1 it
+raw)
Matriz
-a . double[]l]
-k clouble(][] Circulo
- double[][] -z2gm ento : GSegment
-ini : int it Poli_Linea
-fin :int -y int -segm ento © GSegment
-t: Thread -centro . boolean -puntos © int[]
+runi) +el rav ) +clraw)

Figura 3.7. Diagrama de clases del paquete util

El paquete util mostrado en la Figura 3.7 incluye clases que complementan las funcionalidades del
software y son empleadas por clases de otros paquetes. Lo componen: Linea, Poli_Linea, Circulo,
Fila, Matriz y Tarea. Las clases Linea, Poli_Linea y Circulo heredan de la clase GObject incluida en la
biblioteca G. Las instancias de estas clases son objetos graficos que se emplean en las
representaciones visuales de genes y proteinas. La clase Fila define una estructura donde se

almacena la informacién asociada a una secuencia que se procesa.

En la clase Matriz se implementa un hilo de ejecucién para la multiplicacién de matrices en paralelo.
El constructor de la misma recibe de pardmetros las matrices «a» y «b» que se desean multiplicar, la
locacién de memoria de la matriz «c» donde se escribiran los resultados del proceso de multiplicacion
y dos parametros enteros inicio y fin que indican la fila inicial y final de la porcidn de la matriz «c» que
se desea obtener. Luego dentro de los métodos mult_matrix_square() de las clase Manipulador se

crean tres instancias de la clase Matriz; cada una se corresponderd con un hilo de ejecucion que
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calculara una porcidn de la matriz «c» resultado del proceso de multiplicacidon de las matrices «a» y

«b» .

La clase Tarea define una unidad de procesamiento. Dentro del método run() de las mismas se crean
instancias de las clases tipo Manipulador que calculan los valores de los momentos espectrales de las
secuencias, segun la representacion grafica y ponderacidn especificada por el usuario. Una instancia

de la clase Tarea procesa un subconjunto del total de secuencias a calcular.

Basicamente cuando un usuario carga el conjunto de secuencias a procesar y presiona clic sobre el
botdn Calcular se lanza un evento que es capturado por el método boton_calcularActionPerformed()
de la clase Principal. En este método un objeto de la clase Trabajo crea un hilo de fondo que se
ejecutara concurrentemente con el de la aplicaciéon principal. El procesamiento a ejecutar en ese hilo
de fondo se especifica dentro del método dolnBackground() de la clase Trabajo. Alli el total de
secuencias cargadas por el usuario se particiona en k subconjuntos. Luego para cada una de las
particiones se crea una instancia de la clase Tarea que se encargara del procesamiento de la misma.
El resultado sera k hilos ejecutandose concurrentemente, cada uno encargado del procesamiento de
una particién. Sefalar que el desempefio del software dependera en gran medida de las prestaciones
con las que contara el computador sobre el cual se corre la aplicacion. La programaciéon multihilo se

hace eficiente solo cuando se cuenta con procesadores de varios nucleos.

En la Figura 3.9 y Figura 3.8 se muestran los diagramas de clases de los paquetes

twenty_color_proteina y pam_proteina con los atributos y métodos de las clases que lo integran.

]

pam_proteina

Hodo_pam_proteina Manipulador_pam_proteina
-c . char 1. {}-grafo_PAM : Arrayligt=Modo_pam_proteina=
~count ; int 1 -conjuntos ; int[]
-k int -mapeo : HashMap<Integer, Integer=
-sucesores | Arraylist<Integer= -momentos_espedrales: double(]
-hash : HashSet<Integer= -pam_250 :int[][]

<>+emirﬂlﬂ “byte (]

1 -matriz_pam_nodos() : hyte [][]
Elemento -ponderar_matriz_nodos(): double [][]
~aminoacico : char 1 -momeMos_espedmles()
~flag : boolean -|Imp|ﬂr_dﬂt0{:].
+calcular_proteinal)

+get_momentos() : double []
-rmult_matrix_sguare) : double []]

Figura 3.8. Diagrama de clases del paquete twenty_color_proteina
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]

twerty_color_proteina

Nodo_tc_proteina Manipulador_tc_proteina

. 1.* . ; :
-c . char Q -grafo_TC : ArrayLigt<Mocdo_tc proteina=
-count it 1 -conjuntos ; int[]
-sucesores | Arraylist=Integer= -mapeo . HashMap<Integer, Integer=
-hiash : HashSet=Integer= -map ; int[]
-pond_proteina ; douhlef][] -m2 ; int[][]
+valor_nodo(): double ; -momentos espectrales: double[]

+espiral() : byte []]

-matriz_tc_nodos() : byte [][]
-ponderar_matriz_nodos() : dauble [J[]

Elemento g -momentos_especrales()
~aminoacido : char - -lim piar_datos()
~flag : boolean +calcular_proteinal)
+get_momentos)) : double []

-mult_matrix_sguare() : double [][]

Figura 3.9. Diagrama de clases del paquete pam_proteina

3.4  Conclusiones parciales

El software ESPECTRO desarrollado permite caracterizar numéricamente secuencias de ADN vy
proteinas a partir de las representaciones graficas: cartesiana de Nandy y los mapas de colores,

aunque su diseio es extensible y permite incorporar otras formas de representacion.

ESPECTRO permite caracterizar y comparar biomoléculas siguiendo una metodologia libre de
alineamiento, ya que calcula indices topolégicos basados en el célculo de los momentos espectrales a
partir de las representaciones graficas. Ademas, permite obtener representaciones graficas 2D de
genes y proteinas, posibilitando realizar inspecciones visuales de fragmentos de secuencias de ADN y

proteinas en busqueda de similitudes y disimilitudes.

En ESPECTRO, un especialista en Bioinformatica, puede realizar un ciclo cerrado de andlisis de las
biomoléculas transitando desde cargar los datos en diferentes formatos, graficar las biomoléculas
incluyendo varios tipos de representaciones, calcular los momentos espectrales a partir de la
representacion seleccionada y salvar los resultados para ser utilizados en otros sistemas que permitan
predecir otros comportamientos, o construir, por ejemplo, arboles filogenéticos a partir de esa

caracterizacién lograda.
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4 ESPECTRO: funcionalidades y soporte para la
prediccion

En este capitulo se describen los requerimientos del software ESPECTRO, asi como sus elementos

principales, facilidades de uso y potencialidades para la caracterizacion de biomoléculas. Finalmente,

se ilustran las potencialidades de las representaciones y caracterizaciones obtenidas con ESPECTRO

para realizar predicciones de funciones tipo bacteriocina y en la identificacion de dominios de

adenilacién, utilizando la herramienta Weka.

4.1 Requerimientos
Los requerimientos minimos para la aplicacién son: una computadora con 256 MB de RAM vy la
maquina virtual de Java (JVM) instalada, o en su defecto, el ambiente de ejecucion de Java (Java

Runtime Enviroment). La versién tanto de la JVM como del ambiente de ejecucién de Java debe ser

1.5 o superior.

4.2  Interfaz principal

En la Figura 4.1 se muestra la interfaz principal de la aplicacidn. Al centro aparece una tabla de dos
campos donde aparece el nombre y la secuencia de mondmeros que describen una proteina o un gen
introducido por el usuario. Una proteina o gen puede ser introducida al software presionando el
botdn Adicionar luego de ser previamente especificado el nombre y la secuencia que la describe en
los campos de texto del panel Biomolécula. También el usuario puede afiadir secuencias especificadas
en determinado formato de un fichero presionando el botén Cargar Fichero. Los formatos que lee el
software para secuencias de ADN pueden ser de tipo FASTA (*.fasta) o GenBank (*.gb). Para proteinas
los ficheros de entrada que acepta el software son FASTA (*.fasta), GenBank (*.gp) y del

ProteinDataBank (*.pdb).

Para realizar el cadlculo de los momentos espectrales el usuario debe especificar el tipo de las
secuencias que seran analizadas seleccionando una opcién del panel Procesar como. La
representacion grafica que se hara de las biomoléculas en el cdlculo de los momentos espectrales el
usuario la debe especificar en el panel Representacion. Las opciones disponibles para secuencias de
ADN, son Cartesiana de Nandy y Mapa de cuatro colores. En el caso de procesamientos de proteinas

a las dos opciones anteriores se le suma la representacion de Mapa de veinte colores. También se
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hace necesario que el usuario especifique la ponderaciéon a emplear en la matriz de adyacencia del
grafo que representa la biomolécula. Por defecto aparece sum-Amber95, que es la carga

electrostatica del campo de fuerza Amber 95.

-
|£] Espectro . - —_

Archivo Grafico

B 2 A4

Mombre Secusncia = Cargar Fichero

1TNF RTPSDEPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFEGQGCPS. ..
AAAZDTI6 MHSSIVLATYLFVATASASK TRELCMESLEHAKYGTSKEAKQDGIDLYKHMFEHYPAMKKYFKHRENY . .

AAAZITIT MHSSIVLAIVLFVAIASASKTRELCMESLEHAKVGTSKEAK QDGIDLYKHMFEHYPAMEEYFKHREMY. ..

MHSSIVLATVLFVAIASASK TRELCMESLEHAKVGTSKEAKQDGIDLYKHMFEHYPAMEKYFKHRENY...

Biomalécula Procesar como Representacian
Mombre: () ADM | ARN () Nandy
@) Proteina (71 Mapa de cuatro colores

Secuencia: _ .
(@) Mapa de veinte colores

Ponderacian: :sum-nmberQS -
B Resultados

calculando ... | —

Figura 4.1. Interfaz principal de ESPECTRO version 1.0 ®

Una vez configurado los pardmetros el usuario puede realizar el calculo de los momentos espectrales
de las secuencias introducidas presionando el botén Calcular. Para indicar al usuario que el software
esta ejecutando el analisis de las secuencias, se muestra en la esquina inferior derecha de la ventana
principal una barra de progreso. Este procesamiento se ejecuta como tarea de fondo, por lo que no
afecta el proceso de ejecucion de la aplicacidn principal. Concluido el procesamiento se detiene la
barra de progreso y se activa al boton Resultados, donde el usuario puede acceder para guardar los

valores obtenidos del cdmputo de los datos. Los resultados se pueden almacenar en formato de texto
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plano o en formato Excel. En la Figura 4.2 se muestra un fichero Excel con los valores de los

momentos espectrales para las secuencias analizadas.

R inf [Modo de compatibilidad] - Microsoft Excel = | B
- Inicio Insertar Disefio de pagina Farmulas Datos Revisar Vista SYSTRAN @ - = X
"—A"j dﬁ Arial B PR = = === General < ?ﬁFormato condicional ~ :T“Insertar' X - ? L;a

E | ==~ | % - % 000| 5% Darformato comotabla~ | 3% Eliminar - j'
Pegar (eren Ordenar  Buscary
- 7 = 3| ® | | o8 +78| [ Estilos de celda - [l Formato ~ || &2~ yfiltrar~ seleccionar =
Portapapeles ™= Fuente {F] Alineacion {F] Mimero = Estilos Celdas Modificar
Al - fe | Secuencia %
A B C D E F G H | J K L X
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2 1TNF 195 24507 369.51 655.75 1358.52 324055 8681.62 2534566 7846646 25239644 832052.58

3 AAAZ9TIE 166 173.69 22481 34267 59911 117547 2545585 598755 15054.6 3986259 109747.49

4 | AAAZITIT w7 171.99 213.87 322.05 563.86 11627 244537 581575 1475599 39337.33  108813.95

5 CAATTT43 175 172.03 214.58 32299 564.89 1M117.32 244643 5816.82 14757.08 3933844 108815.09 |=
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Figura 4.2. Fichero Excel, resultado del calculo de los momentos espectrales

4.3 Visualizacion de las formas de representacién gréafica de genes y proteinas

ESPECTRO permite obtener representaciones graficas de genes y proteinas en mapas de colores y en

sistemas cartesianos de dos dimensiones. En el menu Grdfico de la aplicacién principal se acceden a

dichas funcionalidades.

4.3.1 Interfaz visual para representaciones en mapas de colores

En la Figura 4.3 se muestra la interfaz para representaciones graficas de genes y proteinas en mapas
de colores. El visual lo compone el drea de visualizaciones en la parte izquierda, un panel con las
asignaciones de los colores a cada uno de los mondmeros que conforman el ADN vy las proteinas a

modo de leyenda y un panel en la parte superior derecha donde se muestra informacion del grafico

producto de la interaccién del usuario con el mismo.

En la Figura 4.3 se ha representado la proteina Penicillium chrysogenum en un mapa de colores. Su

cadena de aminoacidos se compone de la siguiente manera:
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LSAEQKQQLEEWNNTDGEYPSSKRLHHLIEEVVERHEDKIAVVCDERELTYGELNAQ
GNSLARYLRSIGILPEQLVALFLDKSEKLIVTILGVWKSGAAYVPIDPTYPDERVRFVLD
DTKARAIIASNQHVERLQREVIGDRNLCIIRLE
Se ha visualizado la primera etapa, donde se pliega la secuencia de la proteina dentro de una
cuadricula en forma de espiral. Como se representa la proteina en un mapa de cuatro colores, el
conjunto de los veinte aminodacidos se ha dividido en cuatro grupos: polares, apolares, bdsicos y
acidos. Los polares se han representado de color azul, los apolares de color rojo, los basicos de color

verde y los dcidos de color amarillo.

,
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VIE|P|L|IT|GII]S LYY N mwv I o
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Procesar como Representaddn | W Graficar | ’ il Mapa ]
() ADN [ ARN (@ Mapa de cuatro colores
G Bt ' IR = ’ -ﬁ Salvar Imagen ] ’ R Cancelar ]

Figura 4.3. Representacion en mapa de cuatro colores de la proteina Penicillium chrysogenum en su primera
etapa
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Cuando el usuario presiona el botéon Mapa, el grafico que se obtiene se muestra en la Figura 4.4. Se
puede observar como se han agrupado celdas adyacentes de igual color para formar las distintas
regiones que integran el mapa. Cuando el usuario presiona clic sobre una regién en el panel superior
de la esquina derecha se indica el mondmero que se encuentra en esa cuadricula y su posicion dentro
de la secuencia. También en la etiqueta Nodo se refleja la numeracion que tiene asignada la regidn

cuando se conforma el grafo que se deriva de dicha representacion gréfica.
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Figura 4.4. Representacion en mapa de cuatro colores de la proteina Penicillium chrysogenum en su segunda
etapa
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4.3.2 Interfaz visual para representaciones cartesianas

En la Figura 4.5 se muestra la interfaz para representaciones graficas de genes y proteinas en sistemas

cartesianos de dos dimensiones. En el panel de visualizaciones se ha ploteado la secuencia:
GERLDPALVRRVRESAPHQPAVAHLSSATPSGPWTTCLETGDLAPEWRSVPVGA

que es un fragmento de la proteina Streptomyces verticillus.

= 5
|£| Nandy - . - - = | | -
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¥ 7
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H 17
P 19
T 39
[
|
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f
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() ADN / ARN
= : i (@) Proteina
% Graficar Salvar Imagen |
i =

Figura 4.5. Representacion cartesiana de un fragmento de la secuencia de aminoacidos de la proteina
Streptomyces verticillus
Al usuario hacer clic sobre un punto del trazado, este cambia a color verde y se muestra en el panel
de la derecha de la ventana la informacidn asociada al nodo del grafo que pertenece dicho punto. La
informacidn mostrada son las coordenadas del punto y el conjunto de nucledtidos o aminoacidos que
lo componen en dependencia del tipo de secuencia analizada. También se indica la posicién que

ocupa cada mondédmero que integra el nodo dentro de la secuencia. El punto de coordenadas (0,0)
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perteneciente al primer elemento de la secuencia se diferencia de los demas puntos que componen

el gréfico debido a su forma cuadrada.

4.4  Experimentaciones

La caracterizacidn de secuencias de genes o proteinas mediante los momentos espectrales permite
construir modelos de clasificacién que han sido empleados en la predicciéon o identificacidn de clases
funcionales a las que pueden pertenecer estas biomoléculas. Para la construccidon de dichos
modelos se utilizé la herramienta de Aprendizaje Automatizado Weka®. En la Tabla 4.1 se muestran

algunos de los principales algoritmos de clasificacién implementados en Weka.

INET Function

Bayes BayesNet Learns Bayesian nets
NaiveBayes Standard probabilistic Naive Bayes classifier
NaiveBayesMultinomial Multinomial version of Naive Bayes
NaiveBayesUpdateable Incremental Naive Bayes classifier that learns one

instance at a time

Trees 1d3 Basic divide-and-conquer decision tree algorithm
J48 C4.5 decision tree learner
LMT Builds logistic model trees

Rules DecisionTable Builds a simple decision table majority classifier
M5Rules Obtains rules from model trees built using M5

Functions GaussianProcesses Gaussian processes for regression
LinearRegression Standard multiple linear regression
MultilayerPerceptron Backpropagation neural network
VotedPerceptron Voted Perceptron algorithm

! http://www.cs.waikato.ac.nz/ml/weka/
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Lazy IBK k-nearest-neighbors classifier
KStar Nearest neighbor with generalized distance function
LWL General algorithm for locally weighted learning

Tabla 4.1. Algoritmos de clasificacién de Weka.

Las técnicas de clasificacién basadas en aprendizaje supervisado permiten obtener un modelo
matemadtico o computacional en funcién de las caracteristicas o rasgos que describen a un conjunto
de datos de los que se conoce su pertenencia a determinado grupo o clase, con el objetivo de
establecer reglas segun las cuales se pueda clasificar a una nueva instancia en una de las clases
existentes, en dependencia de los valores que tengan sus atributos. Para el caso de estudio que nos
ocupa se tiene un conjunto de datos formado por secuencias de ADN o proteinas, donde cada
secuencia estara descrita por los valores de sus momentos espectrales desde el orden cero hasta el

orden quince, y el rasgo objetivo es la clase funcional.

4.4.1 ESPECTRO, aplicacion ala predicciéon de funciones tipo bacteriocina
Las bacteriocinas son toxinas proteindceas producidas y exportadas tanto por bacterias Gram
positivas como por Gram negativas para inhibir el crecimiento de especies similares u otras mas
distantes. Desde su descubrimiento por Granita en 1925, muchas de ellas han sido usadas
sucesivamente para inhibir tanto patdégenos animales como humanos. Por consiguiente las
bacteriocinas han sido utilizadas como preservantes alimentarios y son de interés para el desarrollo
de nuevos antibidticos; ademds se ha sugerido su utilizacion como agentes diagndsticos para el

tratamiento del cancer.

La familia de las bacteriocinas incluye una diversidad de proteinas en términos de tamaiio,
mecanismo de accién, de inmunidad, liberacion, forma de produccién, genética y diana microbiana.
Debido a su alta diversidad la clasificacién de las bacteriocinas ha sido un desafio. La forma clasica de
identificacion de las bacteriocinas incluye la determinacién de la inhibicion del crecimiento de otra
bacteria por la cepa productora. Pocos métodos bioinformaticos se han desarrollado para identificar

supuestos genes de bacteriocinas y proteinas (Dirix, 2004, Kemperman, 2003, Garneau et al., 2002).

Hasta ahora los diferentes métodos bioinformaticos reportados para identificar posibles bacteriocinas

se basan en procedimientos de alineamiento de secuencias; los cuales actian erraticamente en su
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clasificacidon debido a la divergencia existente entre los miembros de esta familia. La aplicacion de
dichos procedimientos para la deteccién de bacteriocinas requiere de la implementacién de
estrategias complejas, ademds de que presentan limitaciones para usuarios normales al examinar
grandes bases de datos de secuencias. Como alternativa a las metodologias existentes se evallo el
comportamiento de la caracterizaciéon por los momentos espectrales de las secuencias de proteinas
calculados por la herramienta ESPECTRO, al utilizar estos conjuntos de datos en el Weka y aplicar

técnicas para clasificarlas en bacteriocinas proteinaceas o no.

Debido a que las propiedades de hidrofobicidad y basicidad son vitales para la actividad de las
bacteriocinas (Hammami et al., 2007)se calcularon los momentos espectrales asociados a secuencias
plegadas artificialmente en un enrejado cartesiano de Hidrofobicidad y Polaridad (2D-HP). En la

Figura 4.6 aparece representada la colicina E1, una bacteriocina producida por la E. coli.

NLKKAQNNLLNSQIKDAVDATVSFYQTLTEKYGEKYSKMAQELADKSKGKKIGNVNEALAAFEKYKDVLNKKFSK
ADRDAIFNALASVKYDDWAKHLDQFAKYLKITGHVSFGYDVVSDILKIKDTGDWKPLFLTLEKKAADAGVSYVVA

LLFSLLAGTTLGIWGIAIVTGILCSYIDKNKLNTINEVLGI .
p
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[ S
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]
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38
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Figura 4.6. Tres estructuras para la secuencia de la colicina E1. (a) Estructura primaria (b) Estructura
tridimensional (c) Estructura cartesiana pseudo-secundaria de hidrofobicidad y polaridad.
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Los 191 aminoacidos de la secuencia de la colicina E1 son reorganizados en una estructura pseudo-

secundaria obtenida de la representacién de la misma en un mapa cartesiano tipo Nandy.

Las direcciones del plano cartesiano estuvieron asociadas a las propiedades de hidrofobicidad y
polaridad de los aminoacidos; para ello el conjunto de los 20 aminoacidos que forman las proteinas
fueron reagrupados en cuatro clases determinadas por la clasificacion que se hace de los mismos en
polares, no polares, basicos y acidos, seglin se muestra en la Tabla 1.3. La matriz de adyacencia de
enlace asociada al grafo que describe la estructura pseudo-secundaria de las proteinas fue

ponderada con las cargas electrostdticas de los aminoacidos para el campo de fuerza Amber 95.

Para evaluar la calidad de los momentos espectrales calculados por ESPECTRO y su repercusion en
problemas de prediccion, se colectaron un total de 196 secuencias de proteinas tipo bacteriocinas
obtenidas principalmente de las bases de datos BAGEL y BACTIBASE , y 771 secuencias no
bacteriocinas descargadas de la base de datos de familias estructurales de proteinas CATH

(http://www.cathdb.info). Se considerd polipéptido o proteina teniendo en cuenta la longitud de la

secuencia (2 100 pb).

Se calcularon los 16 momentos espectrales a las 967 secuencias, constituyendo estos los 16 rasgos
predictores que caracterizaron estas instancias. Se construyé un fichero de entrada para el Weka
(*.arff) con los datos obtenidos y se procedié a su analisis mediante los distintos métodos de

clasificacidon que posee la herramienta.

A continuacién se describen los resultados para los modelos que mostraron mejor desempefio. En

todos los casos se realizé validacion cruzada realizando 10 particiones.

Algoritmo BayesNet

Bact No Bact Razon

125 71 125/196
79.00
132 639 639/771

El modelo mediante redes bayesianas clasificé correctamente a 125 de 196 bacteriocinas y a 639 de
771 proteinas no bacteriocinas. Globalmente el modelo clasificd correctamente a 754 secuencias de

un total de 967, para un desempeiio de un 79 %.
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Algoritmo Lazy.LWL

Bact No Bact Razén

146 50 146/196
84.17
103 668 668/771

El modelo obtenido con el algoritmo de aprendizaje de ponderacidn local (Locally Weighted Learning;
LWL) clasificé correctamente a 146 de 196 bacteriocinas y a 668 de 771 proteinas no bacteriocinas.
Globalmente el modelo clasificd correctamente a 814 secuencias de un total de 967, para un

desempeiio de un 84.17 %.

Algoritmo IBK
Bact No Bact Razon %
107 89 107/196
87.07
36 735 735/771

El modelo obtenido empleando el algoritmo de los k-vecinos mas cercanos fue el que mostré mejor
comportamiento global, clasificd correctamente a 845 secuencias de un total de 967 para un
desempeno de un 87.07 %. Especificamente clasificé correctamente a 107 de 196 bacteriocinas y a
735 de 771 proteinas del grupo de control. Notar sin embargo, que la precisién en el grupo positivo

fue algo mas baja que en los dos modelos anteriores. Se realizaron los experimentos para un K=12.

Ademas, se compararon estos resultados con otras fuentes clasicas de anotacién predictiva funcional,
las 196 bacteriocinas proteicas del estudio fueron analizadas usando la herramienta InterProScan.
Este ultimo combina diferentes métodos de reconocimiento de clases de proteinas propios para los
miembros de la base de datos InterPro en un solo recurso, con busqueda de la correspondiente
anotacion de InterPro y GO (Gene Ontologhy). Muchos de los métodos de reconocimientos de clases
de proteinas implementados en InterPro estan basados en cierto grado, en procedimientos de
alineamiento, lo cual justifica el por qué se ha seleccionado para llevar a cabo un estudio

comparativo con nuestro método libre de alineamiento.

En este sentido, la herramienta InterProScan no clasificd 40 secuencias de proteinas de un total de

196. De estas 40 secuencias no clasificadas, 16 no fueron reconocidas (no hits) y el resto no se
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asociaron a las clases integradas en la base de datos de InterPro, siendo solamente clasificadas el
79.6% de los datos. Ademads 38 bacteriocinas proteinaceas fueron reconocidas por InterPro como
otras clases proteicas no relacionadas a secuencias tipo bacteriocinas, disminuyendo el porcentaje de

buena clasificacién a 60.2 % (118/196).

Se puede concluir entonces, que a pesar de no ser mucha la diferencia significativa, los modelos
obtenidos mediante el calculo de los momentos espectrales tuvieron un mejor desempefio (146/196)

que los arrojados por la herramienta InterProScan (118/196).

4.4.2 Identificacion de dominios de adenilacién (A) mediante mapas de colores.
El desempefio del software también se evallo en la identificacion de dominios de adenilacion (A)
pertenecientes a las péptido-sintetasas no-ribosomales (Nonribosomal peptide synthetases: NRPS).
Para el estudio de los dominios de adenilacion (A), las secuencias de proteinas pertenecientes a estos
dominios fueron representadas graficamente utilizando mapas de 20 colores y caracterizadas

numéricamente a través de los momentos espectrales derivados de dichas representaciones.

Las péptidos-sintetasas no-ribosomales (NRPS ) son proteinas que estan organizadas en unidades
funcionales interactivas denominadas mddulos, los cuales catalizan un conjunto de reacciones
cataliticas que llevan a la formacién de un péptido (Doekel y Marahiel, 2001). Los biocatalizadores
NRPS son responsables de la sintesis de un enorme nimero de metabolitos secundarios con diversa
estructura y funciones. Muchos de estos compuestos activos sintetizados por los NPRS resultan de
gran interés para la quimica médica debido a su actividad anti-microbiana, anti-parasitaria, anti-
tumoral y como agentes inmunosupresores. Se necesitan tres dominios para un médulo NRPS basico:
un dominio de adenilacidn (A) que selecciona el aminodcido y lo activa como adenilato de sodio, un
dominio peptidil carrier de proteina (peptidyl carrier protein: PCP o dominio T) que fija el cofactor 4’
fosfopanteteina y al cual se une el aminoacido y un dominio de condensacién (C) que cataliza la

formacién de la unién peptidica.

El la Figura 4.7 se muestra el complejo proteico NPRS que sintetiza el bacitracin, un antibidtico que se
indica en contra de bacterias Gram positivas, especialmente en heridas y mucosas, porque inhibe la
formacién de la pared celular de dichos microorganismos. En la parte inferior izquierda de la figura se
muestra la distribucidon de los diferentes dominios por los cuales estda compuesto este complejo
proteico. También en la Figura 4.7 se muestra la secuencia de aminodcidos que integran el primer

dominio de adenilacion (A) del complejo multimodular.
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Figura 4.7. Complejo proteico NPRS que sintetiza el bacitracin.

Los dominios (A) muestran una alta divergencia en su secuencia con respecto a los miembros de su
familia; por lo que se hace dificil su identificacion mediante procedimientos clasicos de alineamiento.
De hecho, este dominio no se encuentra en la base de datos de dominios conservados del NCBI
(National Center for Biotechnology Information). A pesar de estas evidencias, enfoque libres de
alineamiento basados en support vector machine (SVM) se han ocupado de la prediccién de los
dominios (A), particularmente para tipos de sustrato especificos. Como alternativa a la metodologia
existente se evallo la precision de los modelos de clasificacién obtenidos por la herramienta Weka a
partir de los momentos espectrales calculados por ESPECTRO en la identificacién de dominios de
adenilacién (A) entre la diversidad de clases y dominios de clasificacion pertenecientes a la base de

datos de familias estructurales de proteinas CATH (Class, Architecture, Topology and Homology).

Para la prueba se colectaron un total de 721 secuencias de proteinas, divididas en 147 pertenecientes

a dominios de adenilacién, descargadas de la mayor base de datos existentes para los mismos, la
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NRPS—PKS, disponible en (http://www.nii. res.in/nrps-pks.html) y 574 secuencias de proteinas no

identificadas como dominios (A), descargadas de la base de datos de familias estructurales de

proteinas CATH (http://www.cathdb.info). Particularmente se utilizo la base de datos de secuencias

FASTA para todos los dominios CATH basados en datos de secuencias COMBS?.

A las 721 secuencias de proteinas analizadas se le calcularon los momentos espectrales desde el
orden cero hasta el orden quince. Cada secuencia quedd descrita por 16 rasgos predictores mas su
atributo de clase. Se construyé un fichero de entrada para el Weka (*.arff) con los datos obtenidos y

se procedid a su analisis mediante los distintos métodos de clasificacion que posee la herramienta.

A continuacion se describen los resultados para los modelos que mostraron mejor desempeio. En

todos los casos se realizd validacién cruzada realizando 10 particiones.

Algoritmo Lazy.LWL

Dominio (A) No Dominio Razon
144 3 144/147
99.16
3 571 571/574

El modelo obtenido con el algoritmo de aprendizaje de ponderacién local clasificd correctamente a
144 de 147 secuencias de proteinas que identifican dominios (A) y a 571 de 574 secuencias del
grupo de contraste. Globalmente el modelo clasificé correctamente a 715 secuencias de un total de

721, para un desempefio de un 99.16 %.

2 Cuando se trata de la secuencia de aminoacidos de un dominio dado CATH (o cadena de aminodcidos de un fichero PDB),
es importante diferenciar entre la secuencia de aminodcidos tal como se define por la secuencia de registros ATOM vy el
definido por los registros SEQRES en el fichero PDB (no son necesariamente los mismos). Para resolver ese problema la base
de datos de familias estructurales de proteinas CATH emplea un algoritmo interno que alinea las secuencia SEQRES y ATOM

y provee una secuencia completa de aminodcidos a la que denomina secuencia COMBS.
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Algoritmo MultilayerPerceptron

Dominio (A) No Dominio
145 2 145/147
99.16
4 570 570/574

El modelo obtenido mediante redes neuronales tipo MultilayerPercentron clasificé correctamente a
145 de 147 secuencias de proteinas que identifican dominios (A) y a 570 de 574 secuencias del grupo
de contraste. Globalmente el modelo clasificé correctamente a 715 secuencias de un total de 721,
para un desempeifio de un 99.16 %. La topologia de la red que se especificd fue de una capa oculta

con nueve neuronas.

Algoritmo IBK
Dominio (A) No Dominio Razon
146 1 146/147
99.58
2 572 572/574

El modelo obtenido empleando el algoritmo de los k-vecinos mas cercanos clasificd correctamente a
146 de 147 secuencias de proteinas que identifican dominios (A) y a 572 de 574 secuencias del grupo
de contraste. Globalmente fue el que mejor desempeio mostrd, clasificé correctamente a 718

secuencias de un total de 721, para un 99.58 %. Se realizaron los experimentos para un K=7.

Como resultados de estas pruebas en la identificacién de dominios (A) se puede concluir que los
valores de los momentos espectrales calculados por la herramienta ESPECTRO aportan informacion
atil que cuantifica la esencia de la composicidon y distribucion de las secuencias proteicas que

constituyen dominios de adenilacién.
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4.5 Conclusiones parciales

El software ESPECTRO tiene una interfaz amigable y permite a los bioinformaticos realizar
experimentaciones con biomoléculas descritas en varios formatos y considerando diversas formas de
representaciones graficas.

Las representaciones y consecuentes caracterizaciones logradas con ESPECTRO aportan informacion
atil que cuantifica la esencia de la composicidn y distribucién de las secuencias proteicas que

constituyen dominios de adenilacién y en la prediccion de funciones tipo bacteriocina.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se desarrollé el software ESPECTRO para el analisis por métodos graficos de secuencias de genes y
proteinas que permita caracterizarlas numéricamente a través de indices topoldgicos, dando

cumplimiento asi al objetivo general propuesto, ya que:

e Se identificaron los principales métodos graficos empleados en la representacién de
secuencias de ADN vy proteinas: entre ellas las cartesianas, las que representan al ADN como
espectro, la representacion de proteinas en grafos tipo estrella, las proteinas como matrices
de adyacencia de aminodcidos y los mapas de cuatro colores. Cada una de estas
representaciones permite extraer informacion de las secuencias desde distintos enfoques y
posibilitan que fragmentos con informacion relevante se puedan obtener rdpidamente por la
inspeccion visual de la trama de la secuencia, permiten establecer una relaciéon entre la
estructura de la molécula y su actividad y son libres de alineamientos.

e El software ESPECTRO desarrollado permite caracterizar numéricamente secuencias de ADN y
proteinas a partir de las representaciones graficas: cartesiana de Nandy y los mapas de
colores, aunque su disefio es extensible y permite incorporar otras formas de representacion.

e En ESPECTRO, un especialista en Bioinformatica, puede realizar un ciclo cerrado de andlisis de
las biomoléculas transitando desde cargar los datos en diferentes formatos, graficar las
biomoléculas incluyendo varios tipos de representaciones, calcular los momentos espectrales
a partir de la representacion seleccionada y salvar los resultados para ser utilizados en otros
sistemas que permitan predecir otros comportamientos.

e Llas representaciones y consecuentes caracterizaciones logradas con ESPECTRO aportan
informacidn atil que cuantifica la esencia de la composicién y distribucidon de las secuencias
proteicas que constituyen dominios de adenilacién y en la predicciéon de funciones tipo

bacteriocina.
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