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Resumen

En este trabajo desarrollamos un nuevo meétodo grafo-numérico llamado TI2BioP
(Topological Indices to BioPolymers) como herramienta bioinformatica para la
clasificacion funcional e inferencias filogenéticas en familias de genes/proteinas de
relevancia en el descubrimiento de farmacos. Dicha investigacion esta inspirada en la
metodologia MARCH-INSIDE (Markov Chain Invariants for Network Selection &
Design), la cual fue desarrollada y aplicada por nuestro grupo a la identificacion de
genes y proteinas de importancia para la Biotecnologia Vegetal. Ambos enfoques
grafo-teéricos han sido importantes en la bioinforméatica por su sensibilidad en la
identificacion de genes y proteinas dificiles de detectar por los métodos actuales de
busqueda de secuencias. Ambas herramientas computacionales fueron desarrolladas
en el Centro de Bioactivos Quimicos y como resultado de su aplicacion se produjeron
13 publicaciones internacionales con mas de 20 colaboradores nacionales e
internacionales. Se publicé ademas un libro y dos capitulos publicados por editoriales
de EUA e India. Los resultados de la investigacién fueron presentados en 10 eventos
internacionales y ademas motivo de tesis de grado, maestria y doctorado; ademas de
un premio ACC Provincial en el 2013. El nuevo software TI2BioP esta en proceso de
registro pero ya esta de libre acceso con fines de investigativos en el sitio
http://ti2biop.sourceforge.net/.

Comunicacion Corta

Motivacion: Existen varias herramientas bioinformaticas para buscar sefales
funcionales determinantes en familias de genes y proteinas, pero todas ellas
generalmente se basan en alguna medida de similitud de secuencia’. Los métodos
basados en similitud tienen como nudcleo algorithmos de alineamiento de secuencias
gue comunmente se aplican para hacer busquedas por homologia, clasificar estructural


http://ti2biop.sourceforge.net/

y funcionalmente una secuencia problema e inferir relaciones evolutivas®. A pesar que
dichos métodos presentan una interface amistosa con el usuario y han evolucionado
hacia algoritmos mas precisos, aun muestran un pobre desempefio en detectar
miembros funcionales en familias de genes y proteinas altamente diversas®*. Por otra
parte las inferencias filogenéticas que dependen de alineamientos multiples de
secuencias no son confiables cuando los genes/proteinas muestran una similitud
funcional pero han divergido enormemente®*. Como consecuencia de este hecho, se
han desarrollado varios métodos independientes de alineamientos para superar dicho
problema. La generalidad de ellos se han enfocado en explotar la composicién de
nucleotidos y aminoacidos y asi obtener clasificadores libres de alineamiento que son
usados por métodos de aprendizaje automatizado para desarrollar algoritmos de
clasificacion®®. Actualmente la teoria de grafos esta siendo extendida a la
bioinforméatica a través de la introduccién de grafos (2D) bi-dimensionales para analisis
comparativos de ADN/ARN y proteinas sin necesidad de recurrir a los métodos
tradicionales basados en similitud de secuencias’. A pesar que varios métodos grafo-
numéricos han sido desarrollados para abordar este tipo de anélisis®; muy pocos han
sido aplicados con un objetivo practico para realiar andlisis masivos de secuencias.
Especialmente en conjunto de datos donde los métodos tradicionales muestran bajo
desempefio durante la prediccién funcional y andlisis filogéneticos®**. Por consiguiente
desarrollamos una nueva herramienta denominada TI2BioP (Topological Indices to
BioPolymers)*, para enfrentar limitaciones de los métodos tradicionales basados en
alineamientos. TI2BioP esta inspirado en experiencias anteriormente alcanzadas por la
metodologia MARCH-INSIDE (Markov Chain Invariants for Network Selection &
Design)™® en la anotacién funcional de genes y proteinas de importancia para la
biotecnologia vegetal®*" '’  La metodologia MARCH-INSIDE fue el primer recurso
grafo-numeérico, libre de alineamiento, desarrollado por nuestro grupo para establecer
relaciones de estructura-funcion biolégica en genes y proteinas de origen vegetal. A
pesar de sus resultados alentadores en la deteccion de nuevos miembros en familias
relacionadas con la maduracion de frutos tropicales como la 1-aminociclopropano-1-
acido carboxilico (ACC) oxidasas y las polygalacturonasas y en otras como los genes
ribosomales 18s; existia la necesidad de desarrollar una nueva herramienta mas simple
y de acceso publico para hacer frente a problemas angulares de la bioinformatica
actual. De esta forma, TI2BioP extiende el calculo de indices topoldgicos (ITs) simples
introducidos por Estrada y col. para moléculas organicas pequefias*® a biopolimeros
como ADN, ARN vy proteinas representados a partir de diferentes enfoques graficos
implementados en el MARCH-INSIDE®. Dichos ITs fueron evaluados en predecir
funciones bioldgicas de familias de genes y proteinas altamente diversas y para inferir
relaciones filogenéticas a baja simlitud de secuencia. Se escogieron familias que tenian
en comun la baja similitud entre sus miembros y cierta relevancia para el
descubrimiento de nuevos farmacos, ya sea por proveer metabolitos secundarios con
actividad biolégica (bacteriocinas y péptidos no ribosomales) o por representar blancos
para el disefio de farmacos (RNasa llI).

Resultados: Desarrollamos el sofware TI2BioP que calcula los momentos
espectrales como simples ITs a partir de diferentes enfoques graficos que caracterizan
ADN, ARN vy proteinas. TI2BioP como se menciono anteriormente es el resultado de



nuestras experiencias anteriores con la metodologia MARCH-INSIDE en el campo de
la gendmica y proteOmica en plantas. A pesar que los ITs calculados por ambos
recursos grafo-tedricos son diferentes por definicion fueron desarrollados y aplicados
para propadsitos similares por lo que existe una linea de investigacion coherente desde
el aflo 2006 hasta la actualidad. TI2BioP utiliza la representacién Cartesiana para
genes y proteinas, la representacion termodinamica del plegamiento de ADN y ARN,
anteriormente implementadas en la plataforma MARCH-INSIDE, para el calculo de los
ITs. También se implementd de forma novedosa los mapas de cuatro colores para
ADN, ARN y proteinas con la misma finalidad. De dichas representaciones pudimos
derivar los momentos espectrales para su aplicacion en la bioinformatica y asi enfrentar
el bajo desempefio que muestran los métodos actuales para lidear con familias de
genes y proteinas de elevada diversidad. TI2BioP es el primer recurso grafo-numérico
libremente disponible en http://ti2biop.sourceforge.net/, que aborda esta tematica y esta

contando ya con su version 2.0, la cual ha sido utiizada por mas de 15 usuarios a nivel
2,

internaciona

Figura 1. Vista de
TI2BioP para la
representacion de los
mapas de cuatro colores
para proteinas.

Es valido mencionar que MARCH-INSIDE fue el pionero, pero con un enfoque mas
guimio que bioinformatico puesto que no fue concebido para apoyar o resolver
problemas directos de la bioinforméatica y si del disefio de farmacos. Sin embargo dicha
metodologia fue introducida para anotar funciones de genes y proteinas de plantas sin
acudir a los algoritmos de alineamientos usando enfoques graficos ya reportados y
algunos introducidos por nosotros. De esta forma pudimos anotar nuevos miembros
para clases involucradas en la maduracion de frutos, que luego serian utilizados por la
ingenieria genética para el control de la maduracion de frutos. Los nuevos miembros
predichos, aislados y registrados en bancos de genes/proteinas fueron las ACC
oxidasas y poligalacturonasas de variedades de café’®'® y guayaba®*®° asi como
ribonucleases Il de la levadura Schizosaccharomyces pombe’ y del patégeno
Leishmania infantum®’.

Por otra parte, TI2BioP fue evaluado en la clasificacion funcional de las bacteriocinas
proteicas®*, RNasas I11?, ITS2?® y los dominios de Adenilacién de las Sintetasas de
Péptidos No Ribosomales (SPNRs) . Los ITs generados por TI2BioP son variables de
entrada para técnicas estadisticas tales como Discriminante Lineal (DL), Redes de
Inteligencia Atrtificial (RIA) y Arboles de Decision (AD), que permiten el desarrollo de


http://ti2biop.sourceforge.net/

modelos de clasificacion altamente predictivos para enfrentar la diversidad de
secuencias en las clases. La utilidad de dichos modelos fue demostrada en detectar
nuevos miembros pertenecientes a cada clase involucrada en el estudio. Las
predicciones estuvieron apoyadas por evidencias experimentales y por predicciones
realizadas por métodos avanzados de alineamientos. TI2BioP detectd un dominio tipo
bacteriocina con posible uso en la industria biotecnoldgica, el cual no habia sido
reconocido por los algoritmos bioinforméticos actuales, solamente por la
experimentacién®*. Dicha metodologia contribuyé ademas a la deteccién de nuevas
variantes de dominios de Adenilacion en el proteoma de la cyanobacteria Microcystis
aeruginosa, como forma de detectar nuevos grupos de SPNRs y por consiguiente
participa en el descubrimiento de rutas biosintéticas de nuevos péptidos con actividad
biologica. El descubrimiento de nuevos candidatos naturales a farmacos a nivel
genomico y protedmico es de relevancia social debido a la necesidad de encontrar
nuevos antibidticos que sean efectivos contra cepas resistentes y antitumorales con
menos efectos adversos. Desde el punto de vista econdmico, la busqueda “in silico”
brinda un considerable ahorro de recursos en comparaciéon con el tamizaje quimico-
microbiolégico que tradicionalmente se aplica para el hallazgo de farmacos en fuentes
naturales.

La tabla 1 muestra los mejores modelos libres de alineamientos obtenidos para la
clasificacion funcional de las familias objeto de estudio y el procedimiento llevado a
cabo para detectar o anotar funcionalmente nuevos miembros.

Tabla 1. Resumen de la construccién y aplicacion de los modelos obtenidos por MARCH-INSIDE y
TI2BioP para la clasificaciéon funcional de cada familia de genes/proteinas estudiadas y la deteccion de
nuevos miembros.

Mét
, étodo Tipo de Grafo Nuevo(a) Procedimento de
Clase gen/proteina grafo- Modelo ; L.
. . 2D gene/proteina Anotacién
numérico
Prediccion libre de
X MARCH- . ACC oxidasa de alineamiento y
Al T DL . .
Aok INSIDE L1 Coffea arabica Prediccion basada en
similitud
Prediccion libre de
. MARCH- . Poligalacturonasa de alineamiento y
Poligalact Cart DL
oligalacturonasa INSIDE artestana Psidium guajava L Evidencias
experimentales
Prediccion libre de
. MARCH- . Poligalacturonasa de alineamiento y
Poligalacturonasa INSIDE Cartesiana DL O G Evidencias
experimentales
Prediccion libre de
Ribonucleasa il MARCH- Cartesiana DL Schizi’:;s:hglrg; ces er:neamf:i:glt; i:asada
(RNasa Ill) INSIDE 4 . . g y
pombe Evidencias

experimentales




_ . Prediccion libre de
Dominio C-terminal

Bacteriocinas . . . alineamiento
. TI2BioP Cartesiana DL Cry 1Ab Bacillus . . y
Proteicas L Evidencias
thuringiensis .
experimentales

Prediccion libre de

IT,SZ. TI2BioP Cartes'larlla'y RIA IT52 gen'omlca alineamiento y basada
Gendmico Termodinamica Petrakia sp. ,
en homologia
e ey bre e
RNasa lll TI2BioP Cartesiana AD E coli BL21 subcepa Evidencias y
CG 1208 .
experimentales
. . 5 coincidencias en el
Dominios Mapa de cuatro roteoma de
Adenilacion de TI2BioP P AD P . . Pendiente a registro
SPNRs colores Microcystis

aeruginosa

El desempefio de los modelos libres de alineamientos fue generalmente comparado
con procedimientos avanzados de alineamientos tales como InterPro y perfiles HMM en
la deteccion de miembros de las clases seleccionadas (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de ambos métodos a través del desempefio en la clasificacion del subconjunto de
prueba (Sensibilidad). Identificacién de nuevos miembros por ambos tipos de modelos. Los algoritmos de
alinemiento alcanzan la maxima sensibilidad solo cuando se aplican estrategias complejas.

Métodos libres de Alineamientos Procedimientos de Alineamientos
Mé D .. D ..
Clase Gl Sensibilidad eteccion Algoritmo Sensibilidad eteccion
Gen/proteina grafo- subc. prueba Nuevos Alineamiento  subc. prueba Nuevos
numérico : Miembros : Miembros
MARCH- Con Con
[) 1 [)
RNasa Ill INSIDE 100% Significacion Perfil HMM 98.75% Significacidn
MARCH- o q 0
Celulasa INSIDE 100% Perfil HMM 82.99%
Bacteriocinas . Con L,
. TI2BioP 66.67% e g InterPro 60.2% No Deteccion
Proteicas Significacion
Con Perfil HMM Con
.. . o o
ITS2 Gendmica TI2BioP 92.59% STeETEn (MAFFT) 66.66% STeETEn
RNasa Ill TI2BioP 96.07% _con perfil HMM 100% _ Con
Significacidn (modificado) Significacién
Dominios TI2BioP 100% _ con Perfil HMM 100% _ con
Adenilaciéon Significacion Significacion

El enfoque grafico de TI2BioP fue también usado para visualizar relaciones
funcionales ocultas con miembros distantes como fue el caso de las bacteriocina y el
dominio C-terminal de la endotoxina CrylAB del Bacillus thuringiensis®’. La



metodologia ademas pemitié llevar a cabo una taxonomia molecular conducida por los
ITs. La clase ITS2 fue usada para complementar la ubicacion taxondmica del hongo del
género Petrakia sp. (posible productor de compuestos bioactivos) con técnicas libres de
alineamietntos aplicadas a las inferencias filogéneticas. El controversial hongo fue
ubicado por primera vez dentro del subfilo Pezizomycotina y la clase
Dothideomycetes®. La metodologia superé también a los métodos tradicionales en
detectar dominios de Adenilacion de las SPNRs, solamente los algoritmos complejos
de alineamientos (perfiles HMM) fueron capaces de tener igual desempefio. TI2BioP
ensamblado con dichos algoritmos fue capaz de detectar posibles nuevas formas de
dominios de Adenilaciéon en el proteoma de la cianobacteria Microcystis aeruginosa
como estrategia para descubir nuevas vias de produccion de oligopéptidos con interés
farmacéutico®.
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