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1. Resumen

Las rutas metabdlicas proveen informacion clave para alcanzar un mejor entendimiento de la
vida y sus procesos; esta informacién es util para el mejoramiento de la medicina, la
agronomia, farmacia y otras areas similares. La herramienta de analisis principal usada para
estudiar estas rutas esta basada en la idea de la comparacién de rutas, usando estructuras de
datos tipo grafos. La comparacion de grafos ha sido definida como una tarea
computacionalmente compleja.

Se proponen 2 algoritmos con enfoques diferentes que simplifican el problema de comparar
rutas representadas como grafos. El primer algoritmo consiste en la transformacién de una
estructura grafo de 2 dimensiones a una estructura de 1 dimensidn, posteriormente alinear
los datos correspondientes usando la estructura 1D reducida. El segundo algoritmo consiste
en realizar un anadlisis de pares entre grafos, es decir una relacion de 2 nodos iguales
presentes en ambos grafos, para eliminar las similitudes, y finalmente mostrar las diferencias
al usuario.

Nuestros resultados muestran evidencia de una forma rdpida, simple y efectiva para resolver
el problema descrito.

El mecanismo propuesto en el algoritmo 1 puede ser usado como un evaluador previo para
predecir buenas comparaciones en caso de un andlisis mas profundo se desee. Se muestra
gue la pérdida de informacidn o precisidon no afecta mucho el resultado, que es dar al usuario
un puntaje de similitud entre 2 rutas analizadas.

Para el algoritmo 2 la propuesta es ofrecer al experto un punto de vista adicional para su
evaluacién de la ruta en cuestidn. En este caso no se provee un puntaje, pero si la lista de
diferencias.

Palabras clave

grafos, comparacion de grafos, recorrido anchura-primero, recorrido profundidad-primero,
alineamiento de secuencias



2. Abstract

Metabolic pathways provide key information to achieve a better understanding of life and all
its processes; this is useful information for the improvement of medicine, agronomy,
pharmacy and other similar areas. The main analysis tool used to study these pathways is
based on the idea of pathway comparison, using graph data structures. Graph comparison
has been defined as a computationally complex task.

We propose two algorithms with different approaches which simplify the problem of
comparing pathways represented as graphs. The first algorithm consists in the transformation
of a two-dimensional graph structure to a one-dimensional structure, and thus aligning the
corresponding data using a reduced 1D structure. The second algorithm consists in
performing a pair analysis between graphs, that is to say a relation of 2 equal nodes present
in both graphs, and thus eliminating all similarities, finally, showing these differences to the
user.

Our results show evidence of a quick, simple and effective way to resolve the described
problem.

The mechanism proposed in algorithm 1 can be used as a prior evaluator to predict good
comparisons in case a deeper analysis is desired. We show that the loss of information or
precision does not affect much the result, which is to give the user a similarity score between
the two analyzed pathways.

For algorithm 2 the proposal is to offer the expert an additional point of view for his
evaluation of the pathway in question. In this case, no score is provided but the listed
differences.

Keywords

graphs, graph comparison, breadth-first traversal, depth-first traversal, sequence alignments



3.

Introduccion

Los organismos que consideramos como vivos hoy en dia, tienen en comun un proceso que
conocemos como el ciclo de la vida: nacer, crecer, alimentarse, reproducirse y morir; la célula
es considerada la unidad y base fundamental de estas etapas para especimenes formados de
1 sola célula hasta aquellos conformados por miles de millones de células en uno solo.

Luego de los enormes avances logrados en el campo de la ciencia y especificamente en la
bioinformatica y la biologia molecular computacional con el uso de técnicas computacionales
para la secuenciacion completa de la informacidon genética de un individuo, es decir su
genoma, asi como el analisis que se ha dado en afios recientes para comprender dicha
informacién; se trabaja actualmente en usar dicha informacidn para comprender otros
procesos de interés. Areas como la protedmica, epigenética y la metaboldémica tienen gran
impacto hoy en dia en multiples campos como medicina, agricultura, salud y otros.

El estudio de procesos metabdlicos de interés traspasa varias areas de conocimiento para el
analisis de la informacién disponible. En este caso interesa conocer, ademds de los
metabolitos involucrados, los pasos o reacciones entre cada paso de un proceso, conocidos
como una ruta metabdlica.

Las rutas metabdlicas consisten de metabolitos y reacciones bioquimicas o enzimaticas que
transforman éstos en otros similares y enzimas catalizando estas reacciones proveen
informacién valiosa sobre los centros de procesamiento de una célula funcional y del
metabolismo celular en general.

Dichas rutas pueden estar siendo afectadas o reguladas en procesos mayores y mas
complejos que conforman redes de rutas metabdlicas, cuando varias de estas interactian
entre si. Una de las actividades mads importantes para estos analisis consiste en la
comparacion de rutas metabdlicas de procesos de interés a nivel agrondmico, farmacéutico,
comercial y otros.

Se considera entonces el problema de proveer un alineamiento de reacciones de 1-a-muchos
en un par de rutas metabdlicas. Dichas rutas se han modelado tradicionalmente como grafos,
un tipo de estructura de datos dindmica de uso frecuente para modelar redes en
computacién. Sin embargo, el costo de un alineamiento de grafos es computacionalmente
costoso [12], [13], [14], no imposible, pero costoso.

Se planted como Objetivo General de este trabajo: Implementar y evaluar 2 algoritmos
alternos de comparacién de rutas metabdlicas propuestos y determinar su eficiencia.



Para cumplir este objetivo se organizo el trabajo en 4 objetivos especificos:
1. Recoleccidn bibliogréfica
2. Obtener datos de referencia de algoritmos actuales
3. Programar algoritmos propuestos
4. Evaluar efectividad de algoritmos y comparar

Se presentan aca los 2 algoritmos originales para proveer un alineamiento efectivo de bajo
costo. Los algoritmos alternos propuestos son:

1. Transformacién de grafo: variar la forma en que se procesa la ruta metabdlica,
transformando los datos a una representacidn lineal “equivalente” para un posterior
alineamiento.

2. Diferenciacidn por pares: mediante la busqueda de pares de metabolitos reaccionantes y
equivalentes en un par de rutas, proveer una lista de diferencias.



4. Marco Teorico

Metabolismo es un conjunto de interacciones quimicas que construyen todos los
componentes esenciales para la vida de un organismo. Gran cantidad de componentes de
importancia bioldgica, o metabolitos, tales como azucares, lipidos, amino acidos, acidos
nucleicos, y otros componentes secundarios son generados en la célula a través de series de
reacciones bioquimicas llamadas rutas metabdlicas. Cada ruta metabdlica es un patrén, una
serie de reacciones, catalizadas por enzimas, las cuales son producidas por la célulay regulan
la ruta metabdlica [1], [2]. Dependiendo de las enzimas que cada especie produce hay rutas
diferentes posibles que la produccion o degradacién de un producto puede tomar,
proveyendo diferentes patrones; esta es la razon por la cual las rutas metabdlicas entre
organismos varian. Las rutas metabdlicas estan interconectadas entre ellas, creando redes
enormes de interacciones entre metabolitos y enzimas.

Las rutas metabdlicas se modelan en computaciéon como estructuras de datos tipo grafos.
Dadas un par de rutas metabdlicas, un alineamiento de dichas rutas corresponde a un mapeo
entre subestructuras similares del par para proveer un valor de comparacion o alineamiento.
El propdsito de este alineamiento es poder determinar un grado de comparacion entre este
par de rutas. Alineamientos satisfactorios pueden proveer aplicaciones utiles en
reconstruccién de arboles filogenéticos, disefio de medicamentos y por sobretodo mejorar
nuestro entendimiento del metabolismo celular [8], [9].

En computacion se han propuesto varios mecanismos para la comparacién efectiva de dichas
rutas para una especie o entre especies; sin embargo, los costos asociados para dichas tareas
se han descrito como computacionalmente complejos o NP duros [14]. El costo de un
alineamiento de grafos es computacionalmente costoso [12], [13], no imposible, pero
costoso.

Herramientas tales como NetCoffee [12] permiten encontrar un alineamiento global de
multiples redes de interaccidn proteina-proteina maximizando una funcion objetivo
mediante un recocido simulado, cristalizacién simulada o enfriamiento simulado, que es un
algoritmo de busqueda meta-heuristica para problemas de optimizacion global; el objetivo
general de este tipo de algoritmos es encontrar una buena aproximacién al valor 6ptimo de
una funcion en un espacio de busqueda grande. Sin embargo, NetCoffee no es exclusivo para
informacidén de redes metabdlicas sino interacciones entre proteinas en general.

Una ruta metabdlica es una secuencia ordenada de reacciones bioquimicas entre diversos
actores denominados metabolitos, estos son sustratos que mediante procesos enzimaticos



catalizan transformaciones hasta obtener un producto [1], [2]. Esto es un proceso de
transformacién de moléculas de unos compuestos o metabolitos a otros. Una gran cantidad
de rutas metabdlicas son atn desconocidas y/o muchas reacciones hacen falta en las rutas ya
conocidas. Las bases de datos en linea proveen mecanismos para predecir rutas metabdlicas
segun elementos previamente descritos. Se considera importante poder automatizar
reconstrucciones de novo de rutas metabdlicas que incluye elucidar reacciones desconocidas
para unir los faltantes en las rutas que se establecen o realizar extrapolaciones en otras
especies relacionadas o no. Para muchas rutas se cuenta con datos curados, que han sido
confirmados por varios laboratorios.

En la actualidad, el estudio de procesos metabdlicos de interés traspasa varias areas de
conocimiento para el andlisis de la informacion disponible. En el caso particular de los
estudios sobre metabolismo interesa conocer, ademds de los metabolitos involucrados, los
pasos o reacciones entre cada paso de un proceso, conocidos como una ruta metabdlica.
Dichas rutas pueden estar siendo afectadas o reguladas en procesos mayores y mas
complejos que conforman redes de rutas metabdlicas. Una de las mejores maneras de
procesar esta informacién de rutas es como estructuras de datos tipo grafos.

A nivel bioldgico no existe una Unica forma de obtener un producto, es decir pueden existir
para algunos casos diversos procedimientos o rutas metabdlicas para un mismo producto;
con pequefias o0 mayores modificaciones.

Una de las actividades mas importantes para estos analisis consiste en la comparacién de
rutas metabdlicas de procesos de interés a nivel agrondmico, farmacéutico, medicinal,
comercial y otros.

Las razones son varias e importantes; el conocer estos procesos puede darnos herramientas
para intervenirlos con la finalidad de copiarlos para producir mds o mejores alimentos,
aprender a controlar el posible accionar de diversos virus o enfermedades a nivel celular para
un mejor biocontrol, asi como mejorar el desarrollo de farmacos o tratamientos mas
efectivos; ya que el conocimiento de las rutas y redes metabdlicas es importante para el
manejo de medicamentos en estudios clinicos sobre cadenas de accidén/reaccion de los
farmacos en los organismos.

Por ejemplo, en el caso de las plantas, el conocer una red metabdlica puede ser usado como
herramienta para técnicas de mejoramiento de cultivos para extraer componentes que son
importantes en los procesos de consumo humano, para maximizar su produccion.

Comprender mejor la evolucidn, especiacion y reconstruccion filogenética [5], [6] asi como el
descubrimiento de farmacos mas efectivos [7] puede ser posible gracias al andlisis
comparativo de rutas de diferentes organismos.

Para facilitar este andlisis sobre las rutas metabdlicas se utilizan graficos y estructuras de
datos tipo grafos dirigidos para poder describir los metabolitos involucrados en cada proceso



y sus interacciones como reacciones. Algunas herramientas como PathVisio [10], MetDraw
[11] o NetCoffee [ 12] brindan informacién bdsica sobre las rutas, sus componentes, graficas
y otra informaciéon, pero no herramientas de analisis como lo seria un proceso de
comparacion de rutas.

En computacion se han propuesto varios mecanismos para la comparacién efectiva de dichas
rutas para una especie o entre especies. Al respecto Abaka et. al [13] han realizado un repaso
por las mas importantes herramientas desarrolladas hasta ahora ademas brindan pruebas de
los costos NP asociados al alineamiento de 2 rutas tratadas como grafos. Tareas que se han
descrito como computacionalmente complejos, como se menciona también en Ay & Kahveci
[14] quienes hacen una propuesta llamada SubMAP (Subnetwork Mappings in Alignment of
Pathways) la cual brinda una comparacién no 1 a 1 o 1 a muchos como en los primeros
enfoques propuestos, sino mas bien en buscar las subpartes comunes entre diferentes rutas,
o subredes similares. El algoritmo CAMPways de Abaka et. al [13] promete ser mas eficiente
en tiempo de ejecucidon que los algoritmos definidos como el estado del arte. Sin embargo,
este algoritmo hace referencia a dos evaluaciones o medidas que pueden ser conflictivas:
similaridad hdmologa y similaridad topoldgica de las rutas dadas. El analisis que se brinda de
las rutas al igual que las otras herramientas anteriores es un mecanismo complejo de
interpretacion y procesamiento de la informacidn existente

Aca se presenta un enfoque diferente a los mecanismos usados hasta ahora para la
comparacion de rutas metabdlicas y se proponen 2 alternativas mas simples que pueden ser
usadas como una evaluacion previa a un andlisis mas profundo y de mds tiempo y costo
involucrados.

Para tratar las rutas metabdlicas se ha recurrido al uso de Grafos, estructuras de datos
dinamicas, que sirven para modelar de forma practica diversas relaciones dentro de procesos
de toda indole. La forma general que describe una ruta cualquiera la podemos representar
como un grafo dirigido en una computadora. A partir de ahi, se han desarrollado diversas
formas de alinear y comparar los digrafos correspondientes a las rutas de interés cuyos costos
asociados son NP [13], o bien, tratamientos complejos de algoritmos mediante técnicas
heuristicas que buscan acotar el tiempo de alineamiento de un grafo o ruta contra otra. Este
problema es mucho mas complejo cuando se busca hacer una comparacién entre una ruta y
multiples.

Se debe tener presente la diferencia entre 2 rutas homoélogas y 2 rutas similares. La
homologia puede describirse como una comparacion de alto nivel, mientras que la similitud
se define como una valoracién medible y tangible. Podemos decir que dos personas son
homoélogas pues se parecen en su forma general: 1 cabeza, 2 brazos, 1 tronco, 2 piernas, 2
ojos, etc. Pero, aunque 2 personas sean homaélogas podrian no ser similares. En el caso de las
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rutas podrian conformar la misma cantidad de interacciones o reacciones, tener una forma
homoéloga, pero los metabolitos reaccionantes diferir.

Hoy en dia existen varias bases de datos para metabolismo o rutas metabdlicas que
almacenan las descripciones de estos procesos. La forma en que han sido anotadas es de
forma similar a estructuras de datos tipo grafos dirigidos, usados en computacion para
modelar muchos tipos de relaciones y describir procesos. En éstas es posible realizar
consultas via proteina, metabolito, via gen o abreviatura del gen; segun el enfoque y
organizacién de cada base en particular. KEGG (www.genome.jp/kegg/) [3] y MetaCyc (parte
de BioCyc https://biocyc.org) [4] son ejemplos de las mas grandes e importantes usadas hoy
en dia y proveen acceso a rutas metabdlicas de diversos organismos tanto animales como
plantas.

Por otro lado, el alineamiento, es un procedimiento ampliamente utilizado en los ultimos
afios como mecanismo principal de comparacion de secuencias. Los algoritmos tradicionales
tales como Smith-Waterman [16], para alineamiento local, y Needleman-Wunsch [15], para
alineamiento global, han sido lo principal para la comparacion de secuencias gendmicas y su
analisis. Como se haindicado, en el caso de las rutas metabdlicas se han propuesto algoritmos
similares para alineamiento de rutas metabdlicas, basados en grafos dirigidos cuyos costos
computacionales han probado ser elevados [12], [13] vy [14].

En este trabajo, se busca probar la efectividad de al menos 2 algoritmos originales nuevos
propuestos, los cuales mediante diferentes formas de tratamiento de la informacidén se
espera que puedan dar un valor de comparacion similar al que se usa con el alineamiento
estandar. La originalidad de la propuesta radica en algoritmos alternos de bajo costo. Aca se
sacrificaria precision en beneficio de menor costo y mejor rendimiento donde la pérdida de
informacidn sea tolerable. De esta manera se pueden evaluar datos de una manera mas
rapida antes de decidir si se aplican métodos mas precisos pero costosos.

Los algoritmos alternos propuestos son:
1. Transformacién de grafo: variar la forma en que se procesa la ruta metabdlica,
transformando los datos en una representacion lineal “equivalente” para un posterior

alineamiento.

2. Diferenciacidn por pares: mediante la busqueda de pares de metabolitos reaccionantes y
equivalentes en un par de rutas, proveer una lista de diferencias.
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5. Metodologia

Las rutas al ser vistas como estructuras de datos tipo grafos permiten aplicar una gran
variedad de algoritmos ya existentes. En la literatura tradicional sobre grafos no es comun
explorar esta clase de algoritmos de comparacidn, pero si es usual hacer recorridos de grafos
para obtener todos sus nodos, hacer busquedas de rutas optimas entre dos nodos
cualesquiera, etc. Es decir, algoritmos tradicionales como el arbol de recubrimiento minimo,
distancias minimas o rutas mas cortas ya sea entre todos los nodos o un par de nodos dados.

En bioinformdtica los mecanismos de alineamiento son validos para una comparacién paso a
paso de cada una de las etapas de la ruta metabdlica. Se requiere aun de un mecanismo de
comparacion eficiente a nivel computacional, que pueda ser utilizado luego con diversas
fuentes de informacion para el estudio adecuado de las rutas metabdlicas de interés y su
posterior analisis.

Mediante un mecanismo alterno de comparaciéon de rutas metabdlicas se busca ampliar el
espectro de resultados para su posterior analisis que permita establecer nuevas relaciones o
conexiones no descritas previamente entre rutas u organismos.

Con un tratamiento diferente dado a la informacién expresada en los digrafos asociados a las
rutas metabdlicas se pueden obtener resultados relevantes con un menor costo
computacional.

Se propone acd un enfoque de comparacion diferente para rutas metabdlicas mediante 2
algoritmos alternos: en primera instancia, no visualizar la ruta metabdlica estrictamente
como un digrafo, haciendo un procesamiento previo para transformar dicha estructura
bidimensional en una estructura lineal que sea mas sencillo y barato computacionalmente
alinear; como otra alternativa se propone hacer una analisis por pares de reacciones en los
grafos, es decir analizar las relaciones 1 a 1 de reaccidn entre 2 metabolitos dentro de los
grafos, para sacar las relaciones como un denominador comun a ambas estructuras,
simplificando luego dichos grafos, de forma que sea mas facil determinar los puntos de
divergencia en las rutas para su analisis.

No se busca dar una respuesta definitiva al resultado de la comparacion entre dos rutas o
indicar que un procedimiento es mejor que otro, mas bien se busca aportar un punto de vista
adicional como apoyo para que sea considerado por un experto en la materia a la hora de
hacer sus observaciones, evaluaciones y conclusiones sobre el proceso particular que estudia.
No se busca dar una respuesta “correcta” sobre cual es una mejor ruta, solo brindar
informacidén de referencia para el interesado.
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Para cada uno de los objetivos planteados se propuso la metodologia de desarrollo para cada
uno:

1. Recoleccidn bibliografica

En este primer punto se procedid con la revisidon de la literatura relacionada con los
algoritmos de comparacion tradicional de grafos. De la misma manera se tabuld la
informacidén concerniente a las propuestas actuales de alineamiento de grafos y las
propuestas especificas de comparacion automatica entre rutas y entre redes metabdlicas.

Por otro lado, se tabuld la informacién de referencia sobre las bases de datos metabdlicas,
era necesario procesar y registrar los formatos y los tipos de datos usados para almacenar la
informacién en estas bases de datos.

Con la informacion de formatos de representacidn de estas bases de datos se decidié sobre
cual modelo se podria trabajar, esto pues los formatos vistos hasta ahora no cuentan con un
estandar de definicidn, sino que cada base de datos utiliza su propio formato para almacenar
datos.

2. Obtener datos de referencia de algoritmos actuales.

Utilizando como base la informacién del punto anterior se procedid a analizar
cuantitativamente el comportamiento y rendimiento de los algoritmos que se han propuesto
hasta ahora.

Se recolectaron y analizaron los datos de ejecucidn de al menos 2 algoritmos vigentes para la
comparacion de rutas metabdlicas. Se utilizaron como referente los datos estadisticos
provistos por las propias investigaciones publicadas al respecto y una evaluacion propia de
algunas herramientas relevantes en su enfoque a los algoritmos acd propuestos.

La informacion procesada se tomdé como insumo para evaluar el estado del arte actual y como
referente para la evaluacién propia de los algoritmos propuestos.

3. Programar algoritmos propuestos.
Este objetivo llevd la propuesta de una idea a una realidad mediante la programacién y
prueba de los algoritmos propuestos en un lenguaje de programacion de alto nivel que
permitio poder evaluar la efectividad de los algoritmos propuestos mediante la aplicacion de

datos reales tomados de bases de datos de rutas metabdlicas reales.

Aca se debio trabajar y seleccionar alguno de los formatos de datos del primer objetivo y con
informacidén puntual de alguna base de datos metabdlica de importancia.
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4, Evaluar efectividad de algoritmos y comparar.

Este objetivo se logré mediante la comparacidn de los resultados obtenidos y la informacidn
accesible por las herramientas disponible. Debido a la diferencia de los datos, de los
algoritmos y su comportamiento y enfoque no fue posible realizar un posterior Analisis de
Varianza de los datos obtenidos con los nuevos algoritmos podra determinar si hay mejora
en el costo computacional asociado a los algoritmos propuestos en contraste con los
algoritmos existentes. Sin embargo, los resultados obtenidos, mostrados mas adelante,
elucidan evidencia de la validez de los algoritmos propuestos.

Aca se debe tomar como referente los datos del analisis realizado en el punto de objetivo
nimero 2 y compararlos con los datos de pruebas realizadas a los algoritmos propuestos
programados en el punto de objetivo numero 3.

La efectividad esperada se refiere a una mejora asociada al costo computacional en el tiempo
de ejecucion de los algoritmos, se muestra que el costo computacional es bajo, al mismo nivel
gue algoritmos cldsicos de grafos y mucho menor a los costos NP en contraste con los
algoritmos vigentes.
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6. Resultados

Para referencia del lector a continuacion se explican aca brevemente los 2 algoritmos para
tratar el problema de alineamiento o comparacién de digrafos que corresponden a rutas
metabdlicas propuestos. La explicacion ampliada e ilustrada se puede revisar en el articulo
publicado en el iWOBI 2017 que se adjunta en los anexos. Para cada algoritmo se presentan
los resultados relevantes obtenidos.

Al analizar un grafo contra otro para compararlos y obtener algun valor de similitud se deben
considerar dos aspectos relevantes para el caso particular de las rutas metabdlicas y
algoritmos sobre grafos ya existentes.

En el caso particular de las rutas metabdlicas es comun observar en el detalle que se obtienen
de las diversas bases de datos que, si bien se modelan como un grafo con diversas relaciones
entre ellas e incluso ciclos internos, es caracteristico que toda ruta tenga dos elementos clave:
un sustrato de punto de partida y un producto final como resultado. Si se observa entonces
la ruta como un grafo, este grafo tendra definido una raiz particular y una hoja destino de
importancia, usando aca nomenclatura de arboles en estructuras de datos.

Sobre grafos se han descrito diversos algoritmos que permiten obtener todos sus nodos de
forma eficiente, generar rutas dptimas entre cualquier par de nodos, etc. En el caso particular
de un grafo sobre una ruta metabdlica, al aplicar un recorrido del grafo que visite todos los
nodos se puede obtener de forma simple la lista de elementos que lo conforman. Esto seria
transformar de 2D a 1D el grafo. Si tomamos como referencia el punto de inicio de la ruta
como la raiz del grafo e inicio del recorrido, se deben visitar entonces todos los nodos hasta
llegar como punto final al nodo de interés que seria el producto final de la ruta como tal.

Se debe tener en cuenta que habra una pérdida de informacién en dicha transformacion. Se
demuestra aca que dicha pérdida de informacidn durante el proceso es tolerable y aceptable
para un resultado certero de comparacién.

Luego de la transformacién de los grafos correspondientes a las rutas en estudio, a la
informacién lineal obtenida se busca aplicar algoritmos de alineamiento convencionales:
global [16], semiglobal, and local [15]; para obtener valores de comparacién de dichas
secuencias lineales.
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En grafos es comun que se recurra a hacer dos tipos de recorridos, por profundidad o por
anchura. Al aplicar un algoritmo por profundidad la informacidon que se obtiene no es
relativamente proporcional y relevante sobre la ruta debido a que el producto aparecera en
medio de la hilera en 1D y no al final de la misma, como se podria esperar en una serie de
reacciones que lleven al final a dicho producto. Al realizar un recorrido por anchura se van
visitando los nodos por niveles, lo cual corresponde mas a la forma en que van reaccionando
los metabolitos hasta llegar al producto esperado. Segun esta observacion, los datos utiles
para ser analizados corresponden principalmente a los generados por los recorridos en
anchura primero.

Una vez alcanzados los datos de los recorridos para obtener las rutas en un formato 1D se
procede a aplicar los algoritmos de alineamiento tradicionales. Los valores alcanzados como
valor de comparacion por el alineamiento global fueron positivos cuando es evidente que se
cuenta con rutas similares y el alineamiento local en los mismos casos brinda un valor aun
mayor para la seccidn de ruta metabdlica que mas se asemeja entre ambas.

Muchas veces cuando se desea comparar dos objetos, los elementos comunes son evidentes,
es entonces que se hace mas relevante concentrarse en buscar las diferencias como tal. Con
base en esta idea, este segundo algoritmo busca eliminar del grafo los pares comunes de
objetos, esto es, reacciones iguales entre ambos grafos, para encontrar las diferencias entre
las rutas. Este seria un enfoque de analisis diferente al alineamiento tradicional que busca
una comparacion global para resaltar en su lugar los puntos divergentes entre un par de rutas
dadas. Tomando como base la informacidn alcanzada que se muestra en la figura 7 sobre las
dos rutas de ejemplo. Se propone buscar los pares de reacciones comunes entre ambos
grafos y eliminarlos de los mismos. Este proceso se muestra en la serie de pasos en el articulo
publicado.

Para mostrar una prueba realizada al software que implementa los algoritmos presentados
se selecciond la ruta "Steroid degradation" (ko00984) de la base de datos KEGG. Se utilizaron
los organismos Mycobacterium tuberculosis (mtu00984) y Pseudomonas putida (pput00984)
para pruebas. La figura 1 muestra las rutas, con a) para mtu00984 y b) pput00984. Los
archivos KGML (XML) para cada ruta y organismo fueron descargados e introducidos en la
herramienta desarrollada.

16



Steroid biosynthesis

|

i -
Chokstercl O 00187 E}E?y’ﬁﬁs"s““"
l 136 3 -HSD

Cholest- £ C00599

en3one Testosterone o
[t14131 [11a321] [titst] Lndiu C10‘14-1 Dih Xy C2 0100
3,17-dio 3,5(10)- mcnc?l'idm 083
c2 g%";g ***O—”—M—”—m—' ERX¥E %o HECos
.
2 eyt am
ot S ) ez ST ot ¥ o(Gmn)
Fiawieceriun L 20 EEH&‘*WXX .
C11354
Delyits
5 Androst
andosterore 3 ciostene
a
Cholest lg Steroid homone
stere bwsynlhesls
[T136]
Gholest tom Testosterons O
C20144
4138 [t1a321]
+ Sudrte] 4 dee- ( 1‘7‘)44 ecoanio: xy c2 010(7 20838
zs(my Taener0.17.cione
O—”—M—“—m—' 37117} %o HIP-Co
(@5R): 3 Oxn
—————————— e Bt S )
) C14909
iawiecerann 2H %‘*WXX “enoate
: c1t3se
Dehyiro: 35
,@mmm ﬂ?% E
b) C00674

Figura. 1. Salida grafica de la base de datos KEGG, para la ruta “steroid biosynthesis”

. Los metabolites estan representados con

puntos blancos, enzimas representadas con cajas, con su respective niimero EC. Las cajas coloreadas representan enzimas presents
en el organism seleccionado. a) es la ruta para Mycobacterium tuberculosis, b) es la ruta Pseudomonas putida. Fuente: KEGG

Pathway [3]. Las etiquetas rojas estan en nimero C-code usados por KEGG.

Para las rutas mostradas en la figura 1, la salida obtenida desde la herramienta implementada
es la mostrada a continuacién. Se hace uso de un diccionario de datos para acortar los
nombres largos de los metabolitos y facilitar la visualizacién de los alineamientos.

Breadth First Traversal (BFT)

Pathway 1: C00187 C00599 C21076 C20839 C00280 C20144 C14909 C19944 C04793
C04844 C20199 C11354 C20838

Pathway 2: C00674 C00280 C20144 C14909 C19944 C04793 C04844 C20199 C11354

C20838

Depth First Traversal (DFT)
Pathwayl:

C11354 C20199 C20838 C21076

Pathway2:

C00187 C00599 C20839 C00280 C20144 C14909 C19944 C04793 C04844

C00674 C00280 C20144 C14909 C19944 C04793 C04844 C11354 C20199

C20838
Dictionary
A0 -> C00187 B0 -> C00599 Cc0 -> C20839
DO -> C00280 EO0 -> C20144 F0O -> C14909
GO0 -> C19944 HO -> C04793 I0 -> C04844
J0 -> C11354 KO0 -> C20199 L0 -> C20838
MO -> C21076 NO -> C00674

Low Detail Output
Breadth First Search (BFT)

Pathway 1: A0 BO CO DO EO FO GO HO IO JO KO LO MO
Pathway 2: NO EO FO GO HO IO JO KO LO MO
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Depth First Search (DFT)
Pathway 1: A0 BO CO DO EO0O FO GO HO IO JO KO LO MO
Pathway 2: NO DO E0O FO GO HO IO JO KO LO

Alignment Algorithms
Global Alignment (BFT):
AOBOCODOEOFOGOHOIOJOKOLOMO
—————— NOEOFOGOHOIOJOKOLOMO
Score: 2

Global Alignment (DFT):
AOBOCODOEOFOGOHOIOJOKOLOMO
--—--NODOEOFOGOHOIOJOKOLO--
Score: 2

Local Alignment (BFT):
EOFOGOHOIOJOKOLOMO
EOFOGOHOIOJOKOLOMO
Score: 9

Local Alignment (DFT):
DOEOFOGOHOIOJOKOLO
DOEOFOGOHOIOJOKOLO
Score: 9

Semiglobal Alignment (BFT):
AOBOCODOEOFOGOHOIOJOKOLOMO
—————— NOEOFOGOHOIOJOKOLOMO
Score: 2

Semiglobal Alignment (DFT):
AOBOCODOEOFOGOHOIOJOKOLO
--—-NODOEOFOGOHOIOJOKOLO
Score: 4

Equality

Cc00280 -> C20144
C20144 -> C14909
C14909 -> C19944
C19944 -> C04793
C04793 -> C04844
c04844 -> C20199
C04844 -> C11354
C20199 -> C20838

Differences Identified
Pathway 1:

c00187 -> C00599
C00599 -> C21076
C00599 -> C20839
C21076 -> C00280
Cc20839 -> C00280
C20252 -> C00280
Pathway 2:

C00674 -> C00280
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/. Discusion y conclusiones

Primeramente, se debe valorar el costo de los algoritmos utilizados para mostrar que son mas
baratos que los usados hasta ahora. El segundo paso es demostrar que el procedimiento
brinda un resultado certero y util con respecto a la comparacion en si.

Para el procedimiento del primer algoritmo se hace uso del recorrido de grafos o busqueda
por anchura o por profundidad. Como se indicd previamente el usar un algoritmo por
profundidad no brinda informacion similar a la que describe una ruta y los resultados para
diversos grafos pueden ser casi aleatorios. En el caso de la busqueda por anchura se va
realizando un recorrido por niveles, similar a la forma en que funciona una ruta metabdlica
como tal. El costo de estos algoritmos se aproxima en el orden de O(|V|+]|E|), donde V: es el
conjunto de vértices o nodos del grafo y E & VxV: es el conjunto de aristas o arcos.

Para el segundo algoritmo se debe considerar que para cada reaccidén que existe en la primera
ruta o grafo G; se debera buscar la misma en la segunda ruta o grafo G,. Esto es si R; es la
cantidad de reacciones que contabiliza G; y R; la cantidad para G;, se haran maximo Ry x R;
comparaciones, cuando es comun que en tiempo de ejecucién se realice en promedio la
mitad de dichas comparaciones. Se establece como peor caso del algoritmo en el orden de
O( R1x Rz )

Se busca alcanzar un buen valor de precision en la comparacidn si sacrificar exactitud en el
proceso. El resultado alcanzado es ganar tiempo en un procedimiento simple y sin perder
veracidad.

Al aplicar los algoritmos propuestos se obtuvieron valores de comparacién efectivos positivos
para el alineamiento global y aun mayores para el alineamiento local. Es facil de constatar la
similitud evidente entre las rutas analizadas hasta ahora y ademas se presenta un mecanismo
de evaluacion que nos brinda un valor de comparacién.

Al realizar pruebas con una ruta diferente en forma y contenido como la que se observa luego
de aplicar la transformacion mediante el algoritmo 1 y su posterior alineamiento los
resultados varian. En el caso del alineamiento de las rutas, los valores alcanzados fueron
valores negativos muy bajos, lo que indica que el valor de comparacion evidentemente es
muy bajo tanto para el alineamiento global como para el alineamiento local. Nuevamente, si
se realiza una comparacién entre estas se puede observar que ambas son bastante disimiles.

Para el caso del algoritmo 2 no se encontré un algoritmo con el cual compararlo pues es una
estrategia diferente a las propuestas hasta ahora. Pero si se brinda informacién atil al experto
que realiza el analisis sobre las diferencias encontradas. Luego de aplicar al algoritmo
mostrado a las mismas rutas de trabajo se obtuvieron las diferencias listadas como se mostré
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antes. Para cada ruta metabdlica se listan las reacciones presentes en ella misma que no estan
presentes en la ruta contraria. Se debe observar que las reacciones son bidireccionales en las
rutas originales, razén por la cual se brinda el detalle de cada reaccién en cada direccién.

Al aplicar el algoritmo 2 a las rutas que varian mucho es evidente que hay una gran cantidad
de reacciones diferentes entre estas rutas donde se obtiene una cantidad muy elevada de
diferencias.

Se puede establecer que el mecanismo propuesto en el algoritmo 1: “Transformacién de
Grafo 2D a 1D para posterior alineamiento y evaluacion” puede ser usado como evaluador
previo y rapido para predecir buenas comparaciones en caso que se desee un analisis mas
profundo.

En el caso del algoritmo 2: “Diferenciacion por pares” la propuesta es brindar al experto, un
punto de vista adicional para sus valoraciones sobre las rutas que estudia. No se brinda un
valor numeérico pero si informacion que permita al investigador discriminar entre los datos.

Se demuestra que mediante procedimientos rapidos y bajo costo computacional es posible
proveer informacion relevante para el estudio de comparacién de rutas metabdlicas de
interés y otros andlisis. Esto se alcanza al simplificar la informacién, en el caso de una
migracion de 2D a 1D, la pérdida de informacién o precisidn no afecta el resultado final para
brindarle al usuario un valor de comparacién entre ambas rutas analizadas.

La herramienta implementada brinda una forma eficiente y de bajo costo para comparar
patrones de rutas metabdlicas de una forma computacional de muy bajo costo, simplificando
los datos, sin comprometer la correctitud de similaridad entre un par de rutas dadas.

Durante laimplementacién se encontré que uno de los puntos criticos para acertar los valores
se debe a la seleccidn correcta de la raiz del grafo a trabajar. Esto sucede ya que al realizar
los recorridos de los grafos para su posterior alineamiento, si se hace al azar o en una posicion
muy diferente del inicio real del proceso bioldgico el recorrido obtenido no se asemeja a los
datos correctos del orden de reacciones del proceso en andlisis. El no hacer esto de forma
correcta brindaria datos muy variados y no cercanos a una comparacién real del proceso.
Debido a esto, en la herramienta se ha incluido un control adicional al usuario. EIl mismo
sugiere el punto de partida o raiz para el recorrido, pero el usuario podria seleccionar otro
entre la lista de posibles metabolitos. Esto también da paso para que cualquier tipo de grafo
se pueda comparar en un futuro.
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8. Recomendaciones

Al haber comprobado que los algoritmos propuestos pueden brindar informacién relevante
para el andlisis y comparacion de rutas metabdlicas y una herramienta de software que
procesa los datos seria interesante agregar a esta herramienta un servicio que acceda
directamente a las bases de datos de metabolismo, extraiga la informacidn de rutas
metabdlicas de interés y permita aplicar los algoritmos propuestos para su analisis futuro por
parte de expertos. El problema que esto implica es que las bases de datos no son compatibles
entre si, varia la informacidon que tienen disponible de rutas y organismos, asi como los
formatos de archivos. No todas tienen un servicio de consulta automatizado, sino solo
procesos manuales de busqueda y descarga.

Recientemente se han propuesto mecanismos de comparacion de secuencias gendmicas
basado en matrices de valoracién, de forma tal que no solo se valoren los elementos que son
iguales o diferentes utilizando los mismos valores de alineamiento para todos los elementos
sino mas bien que se tome en cuenta la afinidad entre los elementos. Por ejemplo, en el caso
de proteinas si éstas son de familias similares: hidrofdbicas, azucares, polaridad positiva o no,
etc.; asi como aspectos energéticos y de probabilidad de reacciones. Se penaliza menos
cuando una proteina se cambia por otra de una misma clase que cuando lo hace por otra.
Seria interesante considerar en la comparacién de estructuras aspectos como los
mencionados para brindar al investigador una fuente adicional de informacion tanto para
metabolitos como para enzimas que participan en el proceso.

Se debe considerar luego las interacciones de unas rutas con otras. Los metabolitos pueden
ser el producto final de una ruta o bien un producto intermedio que puede ser a la vez
precursor para otras vias metabdlicas. Se debe ampliar el analisis a combinar estas rutas para
ser tratadas también en su contexto como redes metabdlicas.

Al igual que se cuenta con algoritmos de alineamiento multiple para varias secuencias
genéticas se debe continuar trabajando en la comparacion de multiples rutas para encontrar
por ejemplo factores similares entre distintas especies, tomando en cuenta aspectos como
los mencionados aca.

Un paso siguiente en la comparacion de rutas metabdlicas puede ser la comparacién de
enzimas en si. Diferentes enzimas en diferentes organismos pueden catalizar la misma
reaccion, pero algunas pueden tener una mejor actividad en algunas condiciones; por lo que
la comparacidn a nivel enzimatico podria brindar una gran cantidad de informacidn.
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RECOGNITION que serd el 7-10 November 2017, Valparaiso, Chile.
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4. Se adjuntan hojas de datos con informacion recopilada y tabulada sobre bases de datos,
herramientas y algoritmos.

5. Se adjunta el articulo aceptado en las Jornadas Costarricenses de Investigacién en
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mediante algoritmos de evaluacion simples. JoCICl 2017. August 2017. Unpublished
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