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Resumen. Las células vivas obtienen las moléculas necesarias para man-
tenerse por medio de transformaciones mediadas por reacciones químicas,
que forman parte del sistema conocido como metabolismo. Éste se organiza
como una red metabólica, que se conforma de distintas rutas en las cuales
los compuestos son transformados por pasos sucesivos. Los avances recien-
tes de la genómica y la bioinformática se han usado para proponer métodos
automáticos para analizar las redes metabólicas y encontrar patrones del
funcionamiento del metabolismo. De estos métodos, los basados en la teoría
de grafos organizan las redes metabólicas con base en las interacciones en-
tre compuestos, obteniendo categorías funcionales que no conservan las rutas
metabólicas. Otros métodos, basados en el intercambio de grupos químicos
y el �ujo de átomos, rastrean la transformación de los compuestos en de-
talle, pero requieren información del entorno en el cual sucede la reacción
para asociar reactivos y productos. Las asociaciones procedentes de ambos
tipos de métodos pueden ser organizadas con métodos matemáticos de agru-
pamiento para obtener grupos de reacción que describen transformaciones
químicas similares y que pueden relacionarse con clases enzimáticas o rutas
metabólicas.

Con el objetivo de hacer un método nuevo que requiera un mínimo de
información contextual de las reacciones para clasi�carlas de manera natural,
este trabajo presenta un enfoque basado en reglas que agrupa las reacciones
del metabolismo a través de las transformaciones entre sustratos y productos.
Cada reacción fue organizada como una estructura de árbol (TS) de pares
de compuestos y compuestos aislados. Los pares en las TSs se compararon
con los reportados en la colección RPAIR de KEGG, con la cual se obtuvo
una concordancia del 81%. Las TSs agruparon naturalmente las reacciones
en 71 patrones generales de uso de compuestos. La catálisis dentro de estos
grupos fue evaluada con las categorías de la Comisión de Enzimas, revelando
un uso preferencial de clases de enzimas por grupo.

Estos resultados muestran que con reglas simples se pueden hallar patro-
nes que re�ejan las transformaciones de pares sustrato�producto y el tipo
de catálisis involucrado. Este enfoque puede usarse para generar inferencias
sobre la catálisis de las reacciones, puesto que en el conjunto probado las
reacciones carentes de un número EC se agruparon en TSs junto con aque-
llas que sí lo tienen. Este uso preferencial de las enzimas dentro de los grupos
de TSs abre la posibilidad de emplear este enfoque como una clasi�cación
independiente y de estudiar las relaciones evolutivas de las enzimas en cada
grupo de TSs.
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Summary. Living cells obtain the molecules they require by transforming
them through chemical reactions, which are part of a system known as me-
tabolism. This set is organized as a metabolic network made up of pathways,
in which compounds are transformed in successive steps. Recent advances
in genomics and bioinformatics have been used to propose automated met-
hods to analyze metabolic networks and identify their functional patterns.
Those methods bsed on graph theory organize the network through interac-
tions among compounds, obtaining functional categories which fail to preser-
ve pathways. Other methods, based on chemical group exchanges and atom
�ow, trace compound transformations in detail, but require information of
the environment in which the reaction takes place to associate substrates
to products. The associations obtained from both method types can be or-
ganized with mathematical grouping methods to generate reaction clusters
that describe similar chemical transformations and can be related to enzyme
classes or metabolic pathways.

With the goal of creating a novel method which requires a minimum of
context information about reactions to classify them naturally, this work
presents a rule�based approach which groups metabolic reactions through
their substrate�product transformations. Each reaction was organized as a
tree structure (TS) of compound pairs and loner compounds. The pairs in
the TSs were compared with those with those reported in KEGG's RPAIR
collection, obtaining a concordance of 81%. The TSs natually clustered the
reactions tested into 71 general compound usage patterns. The catalysis wit-
hin these clusters was evaluated using the Enzyme Commission's categories,
revealing a preferential usage of enzyme classes in each cluster.

These results prove that simple rules can be used to �nd patterns which
re�ect substrate�product transformations and the type of catalysis involved.
This approach can be used to generate inferences on reaction catalysis, since
in the tested reaction set reactions without an EC number were clustered in-
to TSs with reactions with EC numbers. This preferential usage of enzymes
within TS groups opens the possibility of using this approach as a standa-
lone reaction classi�er and of studying evolutionary relationships among the
enzymes in each TS cluster.
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Estado del arte y motivación



Capítulo 1

Introducción

1.1. Generalidades del metabolismo

El metabolismo es el conjunto de transformaciones químicas de los com-
puestos en una célula. Su importancia radica en que provee a los organismos
vivos de la energía que éstos necesitan y de los bloques de construcción de
las macromoléculas que los conforman. Estas transformaciones continuas de
los compuestos ayudan al organismo a mantener su homeostasis [5].

El metabolismo se categoriza según el tipo de transformación de los sus-
tratos en dos tipos: el anabolismo, en el cual los compuestos simples son
usados como componentes de las macromoléculas, y el catabolismo, en el
cual las macromoléculas son degradadas para obtener energía y compuestos
simples.

En el metabolismo, las reacciones reciben sus sustratos de otras reacciones
y ceden sus productos a otras reacciones, lo cual ha llevado a representarlo
principalmente como sucesiones de reacciones denominadas rutas metabóli-
cas. Estas rutas, como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), llevan a
cabo secuencialmente la síntesis y degradación de algunos de los compuestos
que la célula requiere [19].

Un aspecto notable del metabolismo es su redundancia; algunos compues-
tos son utilizados con frecuencia en el catabolismo y el anabolismo. Estos
compuestos son llamados metabolitos pool [31], los cuales se enlistan en la
tabla 1.1. Algunos metabolitos pool son coenzimas, que asisten a las enzimas
para favorecer las transformaciones en el metabolismo, como Adenosina�5'�
trifosfato (ATP), Adenosina�5'�difosfato (ADP), Nicotina�adenina dinucleó-
tido (NAD), Nicotina�adenina dinucleótido reducido (NADH), NAD�fosfato
(NADP), NAD�fosfato reducido (NADPH), o Coenzima A (CoA). Otros me-
tabolitos pool son Amonio (NH4) y Ortofosfato (PO4).
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Tabla 1.1:Metabolitos pool . Descripción de los metabolitos de mayor frecuencia
en la red metabólica descrita en la base de datos KEGG. La tabla, de izquierda a
derecha, describe la posición de mayor a menor del compuesto (columna 2), orde-
nado según el grado proporcionado en la columna 3 y su función en el metabolismo
(columna 4). Tomado de [31].

Lugar Nombre Grado Función
1 Agua (H2O) 2213 Hidrólisis, hidratación
2 Protón (H+) 1269 Bombas de protones,

oxidorreducciones
3 Oxígeno (O2) 860 Aceptor de electrones
4 NADP 724 Coenzima; Aceptor de electrones
5 NADPH 721 Coenzima; Donador de electrones

en el anabolismo
6 NAD 663 Coenzima; Aceptor de electrones

en el catabolismo
7 NADH 655 Coenzima; Donador de electrones
8 ATP 466 Coenzima; Donador de energía
9 CO2 427 Producto de la oxidación,

precursor de la fotosíntesis
10 PO4 393 Producto de hidrólisis de ATP,

ADP y AMP
11 CoA 369 Coenzima; Donador de grupos

acilo
12 ADP 333 Producto, hidrólisis de ATP

Sustrato, síntesis de ATP
13 NH4 296 Fuente de nitrógeno

Producto, catabolismo de
aminoácidos/nucleótidos

14 Pirofosfato 286 Producto, hidrólisis de ATP
15 S-Adenosil- 245 Coenzima; Donador de grupos

metionina (SAM) metilo
16 S-Adenosil- 236 Subproducto de metilación

homocisteína por SAM
17 UDP 222 Coenzima; transferencia de

hexosas
18 H2O2 163 Oxidorreducciones

2



Lugar Nombre Grado Función
19 2-oxoglutarato 158 Parte del TCA; Transferencia

de NH4

20 AMP 158 Producto, hidrólisis de
ATP/ADP; Sustrato, síntesis de
ATP/ADP

21 Piruvato 151 Final de glicólisis y algunas
rutas de aminoácidos (Ala,
Cys, Ser)

22 AcCoA 136 Coenzima; donador de grupo
acetilo

23 Ácido glutámico (Glu) 129 Transferencia de NH4

Intermediario/precursor
para aminoácidos

24 Oxalacetato 43 TCA, gluconeogénesis
Precursor de asparagina

Muchas reacciones del metabolismo son asistidas por coenzimas, una clase
de moléculas no proteicas que donan grupos químicos. Las coenzimas son
notables por ser modi�cadas al mínimo durante la reacción, por lo cual se
les ha considerado, para algunos propósitos, como análogas a los cofactores
[26], que son normalmente átomos que donan o reciben electrones durante
la reacción (Fe, Mn, Mg...). Se sabe que las coenzimas son necesarias para
iniciar el �ujo del metabolismo [27], y que su falta causa muerte celular [11].

Para los propósitos de estudios teóricos, esta redundancia ha hecho que
las coenzimas y los metabolitos pool reciban tratamientos distintos cuando se
trata de predecir nuevas rutas metabólicas, caracterizar �ujos del metabolis-
mo u obtener propiedades que ayuden a agrupar o clasi�car rutas y reacciones
del metabolismo. Estos tratamientos se discuten en secciones posteriores.

1.2. Clasi�caciones y bases de datos

Muchos trabajos han tenido como objetivo generar clasi�caciones o agru-
pamientos para determinar propiedades no evidentes del metabolismo, a �n
de producir conocimiento para estudios de la evolución de éste y sus compo-
nentes [43, 30]. Otra forma, más usual, de generar una clasi�cación es agrupar
los compuestos en el metabolismo por sus propiedades para encontrar rasgos
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comunes entre los compuestos que participan en la catálisis que sirvan para
encontrar rutas, como en el caso de clasi�car los compuestos como coenzi-
mas [5] o metabolitos pool [31]. Esta idea de clasi�car los componentes del
metabolismo se ha aplicado también para generar grupos útiles de reacciones
y enzimas; uno de los más socorridos ha sido el esquema de números de la
Comisión de Enzimas, o Números EC (Enzyme Comission Number (EC))
[44], que se sigue usando como referencia para buscar funciones enzimáticas.
Los ECs están estructurados como un esquema jerárquico que describe desde
categorías enzimáticas generales hasta enzimas individuales. Los ECs divi-
den las enzimas en seis clases principales, que son subdivididas en categorías
de cuatro números, separados por puntos. La tabla 1.2 presenta ejemplos de
cada una de las clases principales y de algunas subclases.

Tabla 1.2: Ejemplos de números de la Comisión de Enzimas (ECs). Las
seis grandes jerarquías de los ECs, con sus respectivos nombres y un ejemplo de
cada una.

Jerarquía
Primer Clase de enzima Ejemplo Nombre de la Enzima
dígito
1 Oxidorreductasas 1.1.5.9 Glucosa

deshidrogenasa
2 Transferasas 2.3.1.1 Glutamato

N-acetiltransferasa
3 Hidrolasas 3.1.1.2 Fenilacetato

acetilhidrolasa
Fructosa�

4 Liasas 4.1.2.13 difosfato
aldolasa

5 Isomerasas 5.4.2.2 Fosfoglucomutasa
6 Ligasas 6.3.1.1 Aspartato�amonio

ligasa

Cada dígito representa el lugar de una enzima en la jerarquía. El nivel más
general es el primer dígito, a la izquierda, que representa las clases generales
que se ejempli�can en la tabla 1.2.

4



1.2.1. Bases de datos del metabolismo

El metabolismo es un sistema vasto, de miles de reacciones. Éstas han
incrementado con la información proveniente de los métodos de la genómica
y de la compilación de datos de grandes cantidades de experimentos no hechos
a gran escala. Para asistir el trabajo relacionado, se ha hecho indispensable
generar bases de datos para manejar esta información.

Las bases de datos, más allá de almacenar la información, organizan y
relacionan los datos para facilitar su acceso e integración. Existen varias de
ellas, con estructuras e información variables que en ocasiones son comple-
mentarias. La tabla 1.2.1 ilustra algunas de las más utilizadas, cuya informa-
ción puede aprovecharse para construir modelos del metabolismo.

Para este trabajo, se escogió la Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kioto (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)), Japón [22].
Este compendio concentra una variedad amplia de datos del metabolismo y
secuencias de más de 4000 genomas completos, así como varias herramientas
para trabajar estos datos y ponerlos en contexto, con un enfoque inclinado
a la medicina y la salud.

El núcleo de la organización de KEGG es la base de datos de ortología
(KEGG Orthology, KO)[21], que liga las secuencias disponibles a funciones
generales respecto de GENES, una colección de datos sobre genes que origi-
nalmente se limitaba a los identi�cados en genomas completos. KO funciona
acumulando ligas a estos genes; los identi�cadores de KO concentran la fun-
ción que comparte un conjunto de los genes ortólogos en GENES, indepen-
dientemente del organismo en el cual se encuentren [22]. Esto ha permitido
usar los identi�cadores de KO para hacer varios sistemas de anotación con
un éxito signi�cativo [6, 33, 34].

La categoría de datos de KEGG más relevante para este trabajo es la
categoría de información química. Ésta empezó como una colección llamada
LIGAND, que eventualmente se expandió para abarcar conocimiento sobre
el universo de sustancias químicas y reacciones relevantes para la vida, parti-
cularmente sobre el metabolismo celular. La tabla 1.4 expone de forma resu-
mida el contenido de estos conjuntos: COMPOUND, para compuestos meta-
bolizables y relacionados; ENZYME, para enzimas, anotadas según los ECs;
REACTION, que asocia enzimas con los compuestos que usan; y RCLASS,
que asocia a los compuestos por la transformación por la que atraviesan en
una reacción. Cabe mencionar aquí que COMPOUND y REACTION pre-
sentan información sumamente detallada en términos de la composición de
los compuestos y la forma en que éstos pueden participar en una reacción
[22]. La organización de KEGG, como muestra la tabla, da identi�cadores a
cada componente que permiten manejarlo de forma única y directa, lo cual
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Tabla 1.3: Bases de datos de metabolismo, comparadas por sus objetivos y
características. Cuadro comparativo de las bases de datos mayormente utilizadas
en estudios bioinformáticos.

ChEBI MetaCyc KEGG
Contenido compuestos general general

Datos Estructura ontología liga general liga general
Propiedades clasi�cación curación información

jerárquica manual externa en el
por tipo; roles extensiva; mismo archivo;

ligan a tipos de centralizados
funciones dato por KEGG

de�nidos Orthology
y separados

Enfoque Objetivo desarrollar dar asignación
relaciones información de signi�cados
entre para funcionales

componentes modelar
datos con
validación

experimental
Medios componente Software Contextualizar

principal de integrado por mapeo a
otras fuentes (Pathway rutas;
de datos (GO, Tools); corrección

Uniprot) Incrementar por agregado de
cobertura identi�cadores
de datos

Usos fuente de modelado de análisis de
identi�cadores organismo high�throughput;
para bases de completo; metagenómica;
datos externas; integración búsqueda de
minería de de datos de información

datos experimentos médica para el
público

facilita el trabajo bioinformático.
Cuando KEGG fue iniciada, los ECs en ENZYME eran usados como

identi�cadores primarios para construir rutas metabólicas sobre el genoma
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Conjunto de datos Tipo Identi�cador único
COMPOUND Compuestos C00001
REACTION Reacciones R00002
GLYCAN Poliazúcares G00001
ENZYME Enzimas EC (ej.: 1.1.1.1)
RCLASS Pares de compuestos Par (ej.: C00001_C00008)

Tabla 1.4: Colecciones de datos de información química de KEGG. Se
muestra la organización de los datos de LIGAND y de algunas de sus tablas, así
como ejemplos de los identi�cadores correspondientes a cada tabla.

completo, trazando mapas de las rutas que usaban a los ECs como nodos.
En 1999, se introdujeron identi�cadores de ortología como sustituto de los
ECs, para cubrir elementos dentro y fuera del metabolismo. En 2002, estos
identi�cadores de ortología fueron estructurados como KO. Actualmente, los
ECs son tratados como atributos de KO relacionados con las reacciones aso-
ciadas a rutas metabólicas. Este trabajo aprovecha esta relación para asociar
reacciones con enzimas.

Una particularidad de REACTION es que no asigna un signi�cado espe-
cí�co a los lados de cada reacción, pudiendo ser cualquiera de ellos el de los
sustratos o el de los productos. En consecuencia, por ejemplo, el par ATP↔
ADP aparece en ese orden en la reacción R00760 y como ADP↔ ATP en la
reacción R00140.

RCLASS surgió de un conjunto de datos previo, denominado RPAIR, el
cual pretendía dar información de transformaciones de pares de compuestos
como RCLASS, pero también en el contexto de la participación de cada par
de compuestos en la reacción. RPAIR procede de una clasi�cación de pares
de reactantes propuesta por Kotera et al., orientada a revelar el rol de ca-
da par en una reacción: main (cambios en sustratos/productos principales),
cofac (cambios en coenzimas para oxidorreductasas), trans (grupos trans-
feridos en transferasas), ligase (uso de nucleósidos�trifosfato en ligasas), y
leave (separación o adición de compuestos inorgánicos en enzimas como lia-
sas e hidrolasas) [26]. RPAIR fue eliminado para conservar RCLASS, del cual
se argumenta que contiene los pares mejor curados. Sin embargo, RCLASS
carece de la clasi�cación original de RPAIR.

Al igual que REACTION, RPAIR/RCLASS es indiferente a la direccio-
nalidad de la reacción, pero RPAIR/RCLASS lo hace por motivos de repre-
sentación; cada uno de los pares es representado siempre empezando por el
identi�cador de COMPOUNDmás chico. Por ejemplo, un par de reducción de
Flavina mononucleótido (FMN), FMN ↔ FMN reducido (C00061_C01847)
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siempre se representa en RPAIR en ese orden, sin importar si FMN está
del lado derecho, como en la reacción R05218, en vez del izquierdo, co-
mo en la reacción R07664. Lo mismo puede decirse del par ATP ↔ ADP
(C00002_C00008).

La organización antes descrita, la disponibilidad de descripciones detalla-
das de las reacciones, y la presencia de pares sustrato�producto en el conjunto
RCLASS hicieron a KEGG el compendio adecuado para el desarrollo de este
trabajo.
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Capítulo 2

Antecedentes

2.1. Modelos computacionales del metabolismo

Para poder desarrollar modelos del metabolismo, es necesario un trabajo
de curación sobre los datos disponibles para determinar cuales pueden usarse
para un modelo completo y de qué formas. La información contenida en las
bases de datos ayuda a completar y detallar los modelos que pueden hacerse,
pero es problemático manejar cantidades de datos tan grandes de forma ex-
clusiva y manual. A �n de aprovechar esta información, se han desarrollado
varios métodos de cómputo para asistir la labor de curación y el desarrollo
de modelos.

2.2. Modelos basados en la teoría de grafos

Uno de los enfoques de mayor impacto para aplicar métodos de cómputo
al estudio de sistemas biológicos fue la teoría de grafos, puesto que permitió
cubrir conjuntos de datos muy grandes con recursos de cómputo modestos
representándolos como redes de interacciones (ver grafo en Glosario). Los
primeros enfoques empezaron por cubrir la totalidad de la célula, a �n de de-
terminar propiedades generales que permitieran modelar el comportamiento
global del organismo.

Una de las primeras aplicaciones de este tipo fue la impulsada por Albert
Lázlo Barabási [3]: tomar los compuestos como nodos y examinar sus interac-
ciones para observar propiedades generales. Barabási ya había tenido un éxito
notable aplicando este enfoque a redes de regulación de la transcripción cen-
trándose en la relación entre genes reguladores y regulados. Posteriormente,
Barabási trasladó esta idea al metabolismo; al tomar a los compuestos como
el componente principal del sistema (y por ende los nodos), embebió las inter-
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acciones entre compuestos (la acción de las enzimas) en las aristas, colocando
una entre dos compuestos si había alguna enzima que usara ese compuesto,
ya fuera como reactivo o como producto.

Al trabajar con redes de regulación, Barabási había observado un acomo-
do jerárquico�modular, que se ilustra en la �gura 2.1: una red jerárquica con
pocos nodos en las posiciones superiores, pero que conectaban muchos otros
nodos. Estos nodos superiores fueron nombrados hubs, distinguibles por el
hecho de interconectar gran cantidad de elementos del sistema. Los nodos de
grados menores presentaban una propiedad interesante: tendían a asociarse
en grupos que conectaban más a sus nodos integrantes con otros nodos del
grupo que con los de grupos externos. Estos grupos fueron denominados mó-
dulos : los genes del módulo se podían identi�car claramente como miembros
de éste. Barabási propuso que esta organización puede reconocerse por pro-
piedades generales de la red dadas por una distribución de los grados. La
distribución de grados (P (k)) representa el número de nodos que tienen un
cierto grado en la red, y la distribución de clustering (C(k)) hace esto mismo
para los coe�cientes de clustering (ver Glosario). Para Barabási, en una red
jerárquico�modular ambas distribuciones se ajustan a una ley de potencia �
una exponencial de exponente negativo [20]; hay pocos nodos conectados con
muchos otros nodos, y muchos nodos conectados con pocos.

Figura 2.1: Tipos de red relevantes para Barabási. Izquierda: red libre de
escala. Derecha: red jerárquico�modular. Tomado de [40].

En el primer intento de observar las propiedades de la red, Barabási en-
contró una red con un módulo gigante o megamódulo, en el cual se agru-
paban muchas reacciones que no estaban funcionalmente relacionadas. Para
examinar las posibles propiedades de la red, Barabási eliminó compuestos
que pueden considerarse hubs � precisamente, los metabolitos pool � y ob-
servó el resultado de la descomposición. Ésta reveló varios módulos dentro
de la red, pero su organización no era estrictamente jerárquico�modular; los
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módulos eran menos obvios de lo que hubiera cabido esperar tomando el pa-
trón observado para redes de regulación. Este modelo fue llamado libre de
escala (scale�free), también ilustrado en la �gura 2.1, con una P (k) lineal
y una C(k) de ley de potencia. El sólo hecho de organizarse como una red
libre de escala con módulos, de acuerdo con Barabási, re�eja propiedades ya
observadas en otras redes libres de escala, como tolerancia a la inclusión o
eliminación aleatoria de nodos [20].

De igual forma, Barabási había subrayado la importancia de los módulos
a un nivel más directamente biológico, puesto que los módulos que encon-
traba en redes biológicas traslapaban fuertemente con funciones biológicas
generales, como sectores de manejo de nucleótidos [40]. Esta observación se
con�rmaría después usando redes proteína�proteína de varias fuentes de da-
tos [32]. Barabási había logrado identi�car estas secciones de redes biológicas
usando un proceso estrictamente matemático, lo que atrajo a este tipo de
métodos inmediata atención.

El éxito del método de Barabási llevó a ampliar los esfuerzos de investiga-
ción en el tema de redes biológicas, incluyendo el caso de trabajos enfocados
a investigar las propiedades del método para solidi�car su respaldo y hallar
posibles mejoras. Este tipo de trabajos encontraron diversas características
de la hipótesis de la red libre de escala que no se ajustaban a la estructura
de la red metabólica. La discusión subsecuente produjo que estudios futuros
se enfocaran en otras propiedades del metabolismo.

Una de las críticas más importantes de la red libre de escala fue desarro-
llada en el trabajo de Masanori Arita. Uno de sus artículos toma el número
EC como base y delinea el intercambio de grupos para ubicar las corres-
pondencias de átomos entre sustratos y productos con ayuda de un método
semiautomático [1]. Su conclusión al analizar las propiedades del conjunto
de datos generado es que las redes metabólicas no cumplen con muchos su-
puestos clave que los métodos de grafos suponían a priori, como la libertad
de escala. Arita también señaló puntos relevantes sobre la representación de
los datos, como el hecho de que distintas representaciones de la red proveen
distinta información y arrojan distintos resultados con los mismos métodos
topológicos, puesto que cada representación re�eja distinta información [2].
Por ejemplo, un grafo de metabolismo puede tomar como elementos centrales
únicamente a los compuestos, o puede tomar tanto compuestos como reac-
ciones, lo cual lo hace lo que se conoce como un grafo bipartita; los nodos
representan dos tipos de objeto distintos que se manejan como similares en
la red para ver sus relaciones. No obstante, la representación del grafo bipar-
tita tiene propiedades estadísticas distintas a las de un grafo de compuestos,
puesto que el acomodo de los nodos cambia. La �gura 2.2 presenta un ejem-
plo de este caso con base en la glicólisis: un grafo de compuestos tiene una
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estructura diferente a la de un grafo bipartita, pese al hecho de ambos repre-
sentan el mismo sistema. Por ejemplo, la síntesis de gliceraldehído 3-fosfato
desde la fructosa-1,6-bifosfato aparece en el grafo de compuestos como un
triángulo, mientras que el grafo bipartita la presencia de las enzimas da una
topología distinta. Pese a que ambos representan el mismo sistema, los aco-
modos de los nodos son diferentes, y la acumulación de las diferencias cambia
sustancialmente las propiedades matemáticas de ambos grafos.

Figura 2.2: La estructura de la red metabólica cambia con la represen-

tación. Representaciones de la glicólisis. Izquierda: grafo de compuestos. Derecha:
grafo bipartita de compuestos y reacciones.

Las críticas a los métodos topológicos fueron creciendo en la literatura,
hasta llegar a los supuestos mismos del enfoque subyacente. Un ejemplo in-
teresante vino de Gypsi Lima Méndez y Jacques van Helden [31]. Al examinar
con cuidado los datos y el método de Barabási, se encontraron diversas fallas.
La más importante fue el modo en que se llegó a la distribución �nal. La red
original no sigue la distribución libre de escala que Barabási proponía; la red
había sido recortada para coincidir con la distribución libre de escala, como
se ilustra en la �gura 2.3. Trabajo previo ya había indicado que al remover
los hubs, como agua o ATP, la red se fragmenta revelando la distribución
libre de escala esperada [13]. La distribución tomada sin retirar nodos tie-
ne características que debilitan el ajuste a una ley de potencia, como una
desviación entre los nodos de bajo grado; el ajuste mejora al eliminar los 30
nodos de mayor grado [31]. Esta desviación entre los nodos de bajo grado
incluso es apreciable en un artículo de Barabási (Figura 2.3F), pero en éste
se considera que el ajuste es adecuado [40]. De igual forma, la falta de ajuste
a la distribución lleva a la ausencia de las propiedades propuestas como la
tolerancia a fallos, puesto que muchas se deben a aristas poco signi�cativas
entre metabolitos de alto grado o implicarían la eliminación de cientos de
enzimas, como la idea de eliminar el agua como nodo [31].
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Figura 2.3: Un recorte de hubs sobre el metabolismo puede sobre ajustar

la red a la distribución libre de escala. A,B: Ajuste de la distribución de ley
de potencia a la distribución de la red de compuestos de KEGG proporcionado por
Lima en [31]. Abcisa: grado; Ordenada, número de nodos con el grado dado por la
abcisa. A, cuentas de nodos; B, distribución acumulada inversa. C�F: ajuste a la
ley de potencia de distribuciones de organismos proporcionada por Barabási como
evidencia. Abcisa, grado; Ordenada, clustering promedio de los grados dados por
la abcisa. C, Aquifex aeolicus; D, Escherichia coli ; E, Saccharomyces cerevisiae;
F, el promedio de los 43 organismos analizados en [40], con todos los datos en el
recuadro. A y B tomados de [31]; C a F tomados de [40].

Debido a estos resultados, los métodos de redes basados en el modelo libre
de escala perdieron relevancia para estudios del metabolismo, para dar lugar a
métodos alternos para determinar propiedades de las rutas metabólicas. Hoy
se sabe, por ejemplo, que la topología de las redes es por sí sola insu�ciente
para revelar la dinámica que provoca cambios de estado en la red, como la
activación o represión de genes [12]. El trabajo subsiguiente se concentraría
en las propiedades de las transiciones químicas para ayudar a la predicción
de rutas.

2.3. Mapeo de compuestos

Con base en las críticas a los métodos topológicos para el metabolismo,
las nuevas familias de métodos se centraron en las características de los com-
puestos, útiles para ubicar una ruta metabólica al examinar reacciones y
rutas. Estos métodos se basan en la transformación de los compuestos en
cada reacción, como en la propuesta de Arita [1]. Muchos grupos se dieron
a la tarea de automatizar este tipo de comparaciones para asistir el esfuer-
zo de curación manual. Este enfoque dio origen a los métodos de mapeo de
compuestos, que son actualmente preferidos sobre los métodos de teoría de
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grafos para trazar reacciones y rutas en el metabolismo.
La idea central del mapeo de compuestos se basa en el análisis de la

estructura de los compuestos. Al comparar el acomodo de los átomos en
la estructura de los compuestos de forma directa, es posible detectar los
grupos químicos que los distinguen, y que por ello re�ejan la transformación
que se lleva a cabo entre pares sustrato�producto. Esto permite comparar
compuestos en lados opuestos de la ecuación y detectar el grupo que se pierde
o se adquiere. Este enfoque es atractivo porque es intuitivo, señala los grupos
químicos que se detectan y se le puede dar también poder predictivo [42]. La
idea general se ilustra en la �gura 2.4.

Figura 2.4: Representación de la base técnica del mapeo de compuestos.

La estructura de cada compuesto se abstrae como una representación de una ima-
gen, que permite a una computadora compararlo con otros. El mapeo ubica las
diferencias buscando qué partes de la estructura de un compuesto se parecen a las
del otro (rojo con rojo, azul con azul), lo cual permite comparar los intercambios
de grupo directamente. Tomado de [29].

Un ejemplo de implementación de un mapeador de compuestos es SIM-
COMP, un programa usado por KEGG para proveer datos a RPAIR [42].
SIMCOMP se concentra en encontrar compuestos similares a un compuesto
indicado para búsqueda. SIMCOMP usa primariamente dos parámetros para
aproximar el resultado, basados en tiempo de cómputo y fragmentos com-
pletos de compuestos [14]. Cuando SIMCOMP fue liberado, era un enfoque
novedoso que le dio ventaja sobre otros enfoques de ese momento, sobre to-
do los basados en cadenas de bits [14]. SIMCOMP puede aceptar cualquier
compuesto como entrada, lo cual lo orienta naturalmente a la exploración de
rutas [15].

Un enfoque alterno ha sido reforzar los métodos topológicos tradicionales
con supuestos adicionales compartidos con los métodos de mapeo de com-
puestos. Se han sintetizado las observaciones de Arita y otros bajo el supuesto
de que una ruta de interés debe transferir al menos un átomo del inicio al
�nal. Usando esta observación, se desarrolló un método llamado ReTrace,
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que busca simpli�car el trazado de bifurcaciones en rutas de interés usando
un método de aproximación. ReTrace encuentra estas rutas eliminando la
necesidad de mostrar metabolitos laterales a la ruta de interés o compuestos
que no contribuyen al �ujo de carbono [37].

Los métodos disponibles de mapeo de compuestos se han conjugado con
las metodologías de análisis de balance de �ujos (�ux balance analysis (FBA)).
El FBA surgió con el objeto de describir la distribución del �ujo metabólico
de forma cuantitativa [45], y eventualmente ha permitido rastrear rutas a
través de sistemas de gran tamaño. El FBA modela todas las reacciones del
sistema como ecuaciones de sustratos y productos, incluyendo una función
objetivo, que es la transformación que el modelo debe optimizar; el objetivo
del FBA es usar las reacciones disponibles para producir el �ujo máximo
posible a través de la función objetivo [8]. El FBA es visto como un método
simple y extensible, puesto que requiere sólo datos de estequiometría y de
equilibrios de masa de los metabolitos; una vez se a�na el modelo, los �ujos
metabólicos y las rutas pueden resolverse con matrices mediante programa-
ción lineal [28]. Uno de los supuestos clave del FBA es el llamado supuesto
del estado pseudo�estable; la expectativa de que la dinámica estequiométrica
de una ruta metabólica es constante en su interior, debido a que cada com-
puesto se produce y consume a la misma tasa. Por esta razón, se asume que
la estructura estequiométrica del metabolismo completo basta para llevar al
organismo a una homeostasis [23].

A medida que se han agregado parámetros �sicoquímicos y alternativas
para optimizar el desempeño, los métodos de mapeo de compuestos y ras-
treo de átomos han seguido evolucionando desde su potencial para revelar
rutas más coherentes [10] por la minimización de conexiones poco informa-
tivas [31]. Algunos son optStoic, que permite trazar e�cazmente los �ujos de
carbono con la inclusión de parámetros termodinámicos [7]; y DESHARKY,
que intenta predecir la viabilidad de una ruta dada en un organismo a partir
de los parámetros de �ujo existentes [41]. Otro ejemplo es el mapeador de
compuestos desarrollado para la suite de herramientas Pathway Tools de la
base de datos BioCyc. Este mapeador está basado en programación lineal de
enteros con mezcla, que permite representar los valores en las matrices con
decimales. Esto, de acuerdo con los autores, permite representar los resulta-
dos de forma más e�ciente, lo cual hace a este método uno de los más rápidos
hoy disponibles [29].

El mapeo de compuestos resulta una idea muy intuitiva para resolver com-
puestos y rutas. No obstante, tiene una limitación importante; las compu-
tadoras tienen di�cultad para procesar imágenes. Se han logrado avances
importantes en áreas de reconocimiento de imágenes, pero las computado-
ras aún requieren puntos de referencia previamente señalados para poder
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reconocer un objeto.
Para resolver esto, el acercamiento que usan los mapeadores de compues-

tos es abstraer los enlaces entre los átomos del compuesto para representarlos
como un grafo (�gura 2.4). Para poder manejar el grafo en un dispositivo de
cómputo, conviene representarlo como una matriz; en el caso de un mapeador
de compuestos, la matriz representa los enlaces que se dan entre los átomos
que conforman el compuesto [17]. De esta forma, los puntos de referencia
básicos son las posiciones relativas de los átomos. La matriz puede comple-
mentarse haciendo lo que se llama colorear el grafo; señalar el elemento que
corresponde a cada átomo y los tipos de enlaces que comparten. No obstan-
te, usar el grafo implica una di�cultad computacional: resolver variantes del
problema de isomor�smo de subgrafos [17] (ver Glosario). Actualmente se
sabe que, en general, este problema está dentro del tipo NP�completo (ver
Glosario), lo cual implica di�cultades de implementación. Una estrategia fre-
cuente para evitar estos problemas es forzar un límite arbitrario de tiempo
de ejecución y, si se alcanza el límite, curar a mano [17].

Se han propuesto intentos de mejora basados en la modi�cación de la lógi-
ca del algoritmo, para que resuelva, por ejemplo, el problema de isomor�smo
de grafos, un problema relacionado para el cual hay casos particulares que
son rápidos [17]. Sin embargo, el problema reside en que muchos compues-
tos de interés no pueden trabajarse satisfactoriamente con esta modi�cación,
y el proceso sigue siendo muy exigente computacionalmente pese a la me-
jora. Igualmente, hay trabajo que apunta a que resolver rutas metabólicas
en general es un problema NP�duro [36], lo cual hace la solución general
computacionalmente impráctica, y que es necesario incluir datos que aclaren
la dinámica del sistema [12]. Por estos motivos, los métodos combinados de
FBA�mapeo tomaron relevancia sobre los de mapeo de compuestos exclusivo.

La mayoría de los métodos disponibles mitigan las limitantes incluyendo
complementos para incrementar la velocidad y concentrar el espacio de bús-
queda del algoritmo. El mapeador de Pathway Tools excluye coenzimas cono-
cidas y usa heurísticos para compuestos con anillos [29]. DESHARKY ignora
compuestos que no son �especí�cos al organismo hospedero� [41]. optStoic
incluye varios pasos de optimización, a �n de constreñir posibles reacciones
en términos de equilibrio de masas y cargas, factibilidad termodinámica, e
incluso costos monetarios de compuestos, entre otros factores [7]. Estas ope-
raciones incrementan la rapidez e incluso la precisión con la cual los métodos
disponibles pueden identi�car transiciones de interés, pero también compli-
can los métodos subyacentes.

La mayor parte de las descripciones de limitantes de los procesos de FBA�
mapeo se han concentrado en el manejo de fuentes alternas de datos, como
regulatorias [45] y ecológicas [46]. No obstante, se han empezado a encontrar
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rutas metabólicas factibles que no siguen el supuesto del estado pseudoesta-
ble, y que por lo tanto no contribuyen a conducir a una homeostasis de forma
automática; algunos ejemplos son la ruta de las pentosas fosfato, el TCA y
la síntesis de arginina [38]. Esto ha llevado a esfuerzos para nuevas mejoras;
uno de ellos, AGPathFinder, incluye parámetros termodinámicos, esquemas
de pesado, y formas de evadir los metabolitos hub [19]. Cabe señalar que lo
hace rastreando cada interacción simpli�cando los compuestos a lo que lla-
man �grupos atómicos� basados en la vecindad por enlaces covalentes, a �n
de trazar la transición completa como un grafo dirigido. El algoritmo es po-
deroso, capaz de rastrear posiciones de átomos en los compuestos de una ruta
y demostrablemente e�caz frente a otros métodos, pero también usa métodos
de simpli�cación no triviales y requiere recursos de cómputo considerables.

No obstante, un factor crucial que se menciona poco es el argumento de
evitar las transiciones �poco signi�cativas� [19, 31]. La idea es que los primeros
métodos de grafos no tomaban en cuenta la acción de enzimas especí�cas,
puesto que todas las interacciones entre un par de compuestos quedaban
embebidas dentro de la misma arista. Una consecuencia de esto es que no
se discriminaba entre transiciones; es posible hacer, por ejemplo, ATP de
etanol en dos pasos, por el �ujo de un grupo hidroxilo por agua. Este tipo de
transiciones químicas son posibles, pero no son su�cientemente informativas
para trazar una ruta metabólica [31].

Una forma de manejar la importancia relativa de las transiciones es elimi-
nar las coenzimas, con el argumento de que la transición entre las moléculas
del par coenzima ya es conocida [29]. El uso de las coenzimas, no obstante, no
es únicamente donar o recibir grupos químicos; una coenzima puede trans-
formarse de otras formas en otras reacciones. Ejemplos son las reacciones de
síntesis de las coenzimas, en las cuales el producto es la coenzima misma,
y el uso de ATP en la elongación de ácidos nucleicos complejos. Esto se da
también entre otros compuestos que no son considerados coenzimas. El par
Glutamina (Gln)↔Glu, por ejemplo, está más asociado con la síntesis de
proteínas, pero es uno de los donadores de nitrógeno, bajo la forma de NH4,
más importantes del metabolismo [18]. En KEGG, el par Gln↔Glu aparece
con frecuencia en un número importante de reacciones desempeñando este
rol.
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Capítulo 3

Motivación y plan de trabajo

3.1. Justi�cación

Uno de los principales intereses en el campo de la Bioinformática y la
Genómica es analizar las redes metabólicas con el �n de extraer propieda-
des útiles para desarrollar modelos cuidadosos que aumenten nuestro cono-
cimiento biológico. Algunos de los métodos que han tratado de resaltar estas
propiedades se basan en la teoría de grafos, que muestra tendencias generales
entre los compuestos y reacciones del metabolismo que puedan dar informa-
ción desde la estructura del sistema. Sin embargo, la representación global
del sistema es insu�ciente para dar información que vaya más allá de pro-
piedades estadísticas generales, que no son fáciles de traducir a propiedades
de rutas metabólicas especí�cas. Una interpretación profunda requiere de un
análisis que permita cubrir todos los datos y sus propiedades para reconstruir
e interpretar el sistema, desde tomar las características de amplio espectro
hasta examinar reacciones caso por caso.

Algunos autores han demostrado que esto puede hacerse incorporando
conocimiento bioquímico al concepto de red: las vías relevantes pueden de-
ducirse siguiendo los intercambios de grupos químicos entre compuestos o
descomponiendo cada reacción en pares sustrato�producto. Estos métodos
han logrado llegar a niveles de detalle que incluso llegan al átomo al prede-
cir el �ujo en una ruta metabólica. Sin embargo, las limitaciones de cómputo
inherentes a estos métodos obligan a omitir a priori transiciones de compues-
tos de alta frecuencia como las que se dan por las coenzimas, lo cual impide
usar estos compuestos para hallar rutas nuevas y elimina las propiedades que
agregarían a un análisis del metabolismo completo.

A �n de desarrollar un modelo que pueda usarse para determinar propie-
dades de reacciones y rutas metabólicas, es necesario minimizar la cantidad
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de información del contexto que requiere la elaboración de un modelo, a �n
de las propiedades de los pares sustrato�producto puedan usarse para el mo-
delado sin necesidad de complementarlas con procesos adicionales. Con esta
visión, en este trabajo se presenta un modelo basado en reglas fundamen-
tadas en las propiedades de las reacciones del metabolismo para crear un
nuevo modelo de clasi�cación de reacciones que agrupa eventos catalíticos
similares de manera natural. Este agrupamiento ofrece un esquema de aná-
lisis de las reacciones que puede usarse de forma independiente, puesto que
proporciona conjuntos de pares sustrato�producto �ables con sólo un par de
reglas simples. Además, estos pares sustrato�producto pueden usarse como
un complemento para algoritmos de búsqueda de rutas metabólicas y como
un parámetro para hallar reacciones candidato a curación manual.

3.2. Hipótesis

La similitud en las transformaciones químicas de los compuestos deriva
en reglas de organización que agrupan las reacciones del metabolismo.

3.3. Objetivos

3.3.1. Objetivo General.

Establecer reglas para determinar la similitud de los compuestos en cada
reacción en el metabolismo y usar estas reglas para clasi�car las reacciones.

3.3.2. Objetivos Especí�cos.

1. Revisar la literatura para buscar principios de similitud de compuestos.

2. Usar los principios para crear reglas de agrupamiento de compuestos.

3. Establecer un proceso para usar las reglas en cada reacción.

4. Usar el proceso para generar estructuras de grafo.

5. Agrupar los grafos obtenidos en clases por su similitud topológica.

6. Determinar la validez del enfoque comparando con una base de datos
curada a mano.
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7. Comparar la clasi�cación de reacciones obtenida y el esquema de los
números EC.
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Parte II

Materiales y Métodos de
organización y agrupamiento
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Capítulo 4

Reglas e implementación

4.1. Parámetros de selección

Para construir el modelo, se buscaron en la literatura patrones de uso
de compuestos en las reacciones reportadas en el metabolismo. Se notó que
el patrón más común es el uso de coenzimas, que se usan preferentemente
en tipos de reacción especí�cos; por ejemplo, las fosfotransferasas tienden a
usar ATP y otros nucleósidos fosfato, las oxidorreducciones tienden a usar
fuentes de poder reductor como NAD o Flavina�adenina dinucleótido (FAD),
y las reacciones de síntesis de moléculas carbonadas tienden a usar CoA y
moléculas de función similar.

Sin embargo, el rol de las coenzimas no es invariablemente el mismo;
por ejemplo, el uso de una coenzima cambia en su reacción de síntesis. Por
ende, una coenzima no puede eliminarse a priori sin perder la información
de sus usos alternos. Esta idea revela que el rol de los compuestos en una
reacción debe examinarse de forma local, tomando cada reacción por separado
y distinguiendo los compuestos en esa reacción particular. Al mismo tiempo,
la forma en que se examinan las reacciones debe ser idéntica para todas ellas,
puesto que su base química es la misma.

Para desarrollar las reglas, se tomaron criterios relativamente simples pa-
ra diferenciar entre compuestos, derivados de los siguientes supuestos de la
estructura del metabolismo:

Las coenzimas sufren cambios mínimos en una reacción. Los compues-
tos en una reacción tienden a sufrir cambios de apenas unos pocos áto-
mos (comúnmente estos cambios son únicamente de grupos químicos
relativamente pequeños y �jos), lo cual es coherente con el supuesto de
la sección 2.3 � una ruta debe transferir al menos un átomo del principio
al �nal � y con el hecho de que las rutas consisten en varias reacciones
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sucesivas que modi�can el compuesto de forma gradual, ambos expre-
sados en la literatura como supuestos intuitivos [14, 16, 19]. Esto es
muy notorio en compuestos que usualmente fungen como coenzimas,
como ATP y NAD, que se limitan a ceder grupos funcionales que son
apenas fracciones minoritarias de su estructura total (ortofosfato en el
caso de ATP y H+ en el caso de NAD).

Los mapeadores de compuestos usan directamente las estructuras de
cada compuesto para trazar los grupos cedidos. Los elevados tiempos y
recursos de cómputo requeridos inclinan a no analizar las transiciones
que involucran compuestos de estructuras complejas o alta frecuencia
en el metabolismo, como muchas coenzimas. Para evitar esta di�cultad,
se eligió un modo de relacionar compuestos que no requiriera estruc-
turas; seguir el patrón del mínimo cambio de las coenzimas usando la
fórmula química como medida de similitud. A esta medida se le llamó
de balance porque se basa en la diferencia de balance de masas entre
los compuestos de una reacción; los compuestos que tienen la diferencia
de masas más pequeña son de�nidos como los más similares en general.
Un ejemplo de esto es el par NAD�NADH; la única diferencia entre
ellos es un ión H+.

Las coenzimas están ampliamente difundidas en el metabolismo y son
usadas en rutas poco relacionadas. Tomando ATP y NAD como ejem-
plo, se nota que estos compuestos se usan para transferir energía entre
reacciones, y por ende son clave para proveer esta energía a las rutas de
anabolismo que la requieren. También se pueden encontrar en rutas de
catabolismo, donde capturan la energía que las rutas anabólicas usan.
Otros compuestos que siguen comportamientos similares son la CoA y
el par Gln�Glu, que cede NH4; los grupos son capturados del catabo-
lismo y cedidos al anabolismo. Algunos pares de compuestos pueden
tener diferencias de masa idénticas, lo cual hace imposible distinguirlos
de esta forma; un ejemplo es la reacción R00756 (fosfofructocinasa: la
fosforilación de fructosa-6P a fructosa 1,6-2P); la diferencia entre el par
ATP�ADP y el azúcar es un grupo PO4, por lo que no es posible decir
qué par es más cercano a una coenzima con los pesos moleculares. Para
estos casos, se escogió una segunda medida, que toma el número de
veces que un par de compuestos se repite en el metabolismo, siguiendo
el patrón de la alta frecuencia global de las coenzimas. Esta propiedad
fue usada por los métodos de redes para los compuestos individuales,
pero no se ha usado antes para interacciones de compuestos, que re�e-
jan más de cerca las transiciones químicas. A esta medida, por ser una
cuenta simple, se le llamó de conteo.
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4.2. Reglas elegidas

4.2.1. Regla de balance

La regla de balance busca encontrar las relaciones sustrato�producto,
comparando grupos de combinaciones entre sustratos y productos. Para ello,
usa como medida de comparación el intercambio de masas que ocurre entre
los compuestos en una reacción balanceada, con coe�cientes y subíndices
conocidos, y con compuestos con pesos moleculares claramente de�nidos.

Un esquema general de la regla de balance se presenta en la �gura 4.1. En
el ejemplo toma una reacción de deshidratación catalizada por la enolasa, y
se busca encontrar una diferencia entre los pesos moleculares de los compues-
tos que distinga a los compuestos principales para asociarlos como sustrato
y producto de la reacción. En este caso, la diferencia más signi�cativa es de
una molécula de agua. Al encontrar la diferencia, se puede separar la combi-
nación que usa el agua y resaltarla. Si esta diferencia menor se encontrara,
por ejemplo, en un grupo fosfato (ácido fosfórico), también debería ser relati-
vamente sencillo hallarla y separar el grupo. El supuesto es que la diferencia
más pequeña debe expresar un grupo químico que distingue el sustrato del
producto. Además, es de esperar que la tendencia entre los grupos que se
desprenden de otros compuestos sean más pequeños y que un producto sea
más grande que los sustratos en el anabolismo, lo cual también obedece a los
supuestos de la regla de balance.

Figura 4.1: Esquema general de la regla de balance. Izquierda: reacción ca-
talizada por la enolasa (R00658). Derecha: Esquema de las comparaciones de masa
de las combinaciones disponibles. Las diferencias de masa entre los compuestos son
el criterio principal que se usa para diferenciar y seleccionar.

La regla de balance considera que los pares sustrato�producto mejor re-
sueltos re�ejan la asociación más cercana entre compuestos, y que, en conse-
cuencia, pares de compuestos con una mayor diferencia se parecen menos. En
la �gura 4.1, se puede discernir claramente que el fosfoenolpiruvato (PEP)
está más cercanamente asociado al 2-fosfoglicerato (2�PG). El agua funge en
esta reacción como un grupo saliente, que deja la ruta con la formación de

24



PEP. Puede argumentarse contra este acomodo que incluir pares de compues-
tos construidos como en RPAIR/RCLASS, en los cuales un sustrato puede
relacionarse con más de un producto de la misma reacción, representaría las
interacciones existentes con mayor precisión que una partición que no repite
un compuesto una vez que se usa. Esto funciona en el caso de RPAIR, porque
el objetivo central de este conjunto de datos es exponer todas las relaciones
válidas entre compuestos como pares. Si se intenta colocar en el contexto de
una intensidad de asociación, el ejemplo muestra que no es trivial: queda el
problema de de�nir cómo es que el agua se asocia más o menos con PEP o con
2�PG. La regla de balance evita este problema considerando al agua como
asociada no a PEP o a 2�PG, sino al par 2�PG↔PEP. El agua es, entonces,
explícitamente un grupo saliente resultado de un evento químico que involu-
cra 2�PG y PEP, lo cual se apega a la representación usual de esta reacción.
Esta decisión de diseño enfoca al método a producir un ordenamiento rígido,
lineal y fácil de entender y evaluar.

4.2.2. Regla de conteo

En ocasiones, la regla de balance no es su�ciente para obtener un par
sustrato�producto que pueda declararse como el par principal. Un ejemplo
de la idea es la ATP:dGDP fosfotransferasa (R02090), que se ilustra en la
�gura 4.2. Este tipo de reacción entre nucleótidos se usa como paso para
la transcripción. Si se tienen compuestos con cambios idénticos en toda la
reacción, la regla de balance puede fallar. A pesar de que ambos compues-
tos pudieran agruparse, es difícil establecer qué par es más particular a la
reacción, puesto que ninguno de los pares atraviesa un cambio mayor. De
igual forma, si los compuestos son lo su�cientemente parecidos, la regla de
balance puede separar los pares que comparten el grupo que se trans�ere en
vez de los que involucran a la transición; en el ejemplo, podría ser un par
ATP→dGTP en vez del par ATP→ADP.

Para ayudar a resolver este problema, se recurrió a una medida que pu-
diera evaluar la relevancia relativa para un compuesto dentro de una reacción
tomando en cuenta su abundancia en la red metabólica. Ésta regla es llama-
da de conteo, y toma el número de veces que una transformación dada se
repite en todas las reacciones en el conjunto de datos. El supuesto tomado
para la regla de conteo es que los compuestos que no son el objeto principal
de transformación, como las coenzimas, se distribuyen de forma más amplia
en rutas poco relacionadas entre sí. Por ende, se toma el supuesto de que
los compuestos que más de�nen una reacción son los más únicos: los que
se repiten menos a lo largo de todo el metabolismo, y por ende tienen una
probabilidad mayor de ser exclusivos para esa reacción. Con base en este
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Figura 4.2: Ejemplo de fallo para la regla de balance, que plantea la necesidad
de la regla de conteo. Los compuestos que son muy similares y sufren cambios
idénticos son difíciles de distinguir en términos de masa. Un ejemplo es esta reacción
entre ATP y dGDP.

criterio, se puede proceder por eliminación de una forma similar a como se
procede con la regla de balance, seleccionando las transformaciones que se
repiten más.

La idea general de esta regla se ilustra en la �gura 4.3. Por cada reacción,
se van reuniendo las transformaciones de compuestos existentes, y se van
agregando a una cuenta global. Posteriormente, cuando se busca aplicar la
regla a una reacción, simplemente se busca el valor apropiado en la lista
generada.

Figura 4.3: Idea general de la regla de conteo. Si se toman todas las interaccio-
nes posibles dentro de la red metabólica, es más coherente tomar las interacciones
entre compuestos (resaltadas en amarillo) según su frecuencia en las reacciones del
conjunto de datos que los compuestos mismos (en azul), puesto que es una medida
más cercana al evento químico que se desea representar.
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Como sugiere la �gura 4.3, este concepto es similar al planteado por los
métodos de topología del metabolismo, que buscan medir la asociación de
compuestos en la red por su grado. La idea de la regla de conteo no es tomar
los compuestos en sí, sino su ocurrencia conjunta en las reacciones. Tomar
la ocurrencia de un par de compuestos, juntos, en las reacciones de la red,
considerando que cada uno debe estar en un lado de la ecuación, re�eja
mejor la idea de la transformación de un par sustrato�producto, que es de
importancia central al describir el metabolismo. Esta perspectiva retoma la
idea de la asociación global de compuestos de una forma novedosa que busca
apegarse más a las características del sistema que se busca estudiar.

4.3. Implementación de las reglas

Uno de los objetivos de este proyecto fue implementar computacionalmen-
te las reglas descritas en la sección anterior, para poder usarlas sobre cada
reacción en la red metabólica seleccionada. Esta implementación, como se
explicará a continuación, permitió establecer la cercanía de los compuestos
para cada reacción, así como estructuras que nos permitieron clasi�carlas.
Más aún, la implementación también facilitó el análisis de los grupos de
reacción derivados de dichas clasi�caciones.

4.3.1. Asociación entre grupos de compuestos

Para generar los grupos de compuestos, se inició con la ecuación balancea-
da y se tomó cada lado de la ecuación por separado. Se calcularon todas las
combinaciones de compuestos de cada lado separado y se parearon con todas
las del otro. Esto es equivalente a decir que se tomó el producto Cartesiano
de todas las combinaciones posibles de los compuestos de cada lado de la
ecuación que tuvieran al menos un compuesto; esto es, eliminando pares que
pudieran tener como elemento único en un lado de la ecuación el conjunto
vacío. Por esta razón, a cada uno de los pares de combinaciones resultantes
se le llamó Elemento del producto Cartesiano (ECP) (�gura 4.4).

La generación de los ECPs se hizo como se describe a continuación (ver
de�niciones en Glosario). Sea c un compuesto cualquiera y C el conjunto de
todos los compuestos en la red metabólica. Dado que en una reacción los
compuestos pueden ser sustratos o productos, se puede de�nir un lado l de
una reacción como

l = {c1, c2 . . . cq ∈ C};n(l) ≥ 1 (4.1)

siendo n(l) la cardinalidad de l.
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Figura 4.4: Caricatura que describe el algoritmo implementado para las

reglas de balance y conteo. a) Regla de balance. Se usa como ejemplo la reacción
R00658 de KEGG, mediada por la enolasa en la glicólisis. El balance se basa en
la similitud de masas entre los dos lados de la ecuación en un ECP (elemento

del producto Cartesiano; ver texto). Los ECPs cuyos lados sean más similares son
seleccionados; la idea, como se ilustra, es unir los compuestos más parecidos a nivel
de masa. b) Regla de conteo. Se usa como ejemplo la reacción R02090 de KEGG.
El conteo se basa en la frecuencia de un ECP dado. En vez de tomar el número de
conexiones de los nodos (círculos azules), se cuenta el número de reacciones en las
cuales aparece una combinación de compuestos (líneas amarillas). En ambos casos,
las combinaciones pueden ser de cualquier tamaño mientras no sean el total del
ECP original.

Cabe recordar que KEGG, dentro del conjunto REACTION, no da un
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signi�cado especí�co a los lados de cada reacción, pudiendo ser cualquiera
de ellos el de los sustratos o el de los productos (sección 1.2). Debido a
esto, los lados no se pueden de�nir como sustratos o productos, sino solo de
forma general, como izquierdo o derecho; esto permite a los ECPs manejar
reacciones sin tener que forzar una direccionalidad. Esto también tiene otros
efectos favorables, como se discute en la sección 4.4.

Con esto, si li es el lado izquierdo de una reacción cualquiera r y ld su
lado derecho, puede de�nirse r como un par ordenado:

r = (li, ld) (4.2)

Con esto puede expresarse el concepto formal de ECP. Siendo P(A) el
conjunto potencia de un conjunto cualquiera A, se puede de�nir de forma
general L(l), la combinatoria de un lado l, como

L(l) = {q ∈ P(l) | n(q) ≥ 1} (4.3)

Con esta ecuación, se de�ne Xr, el producto Cartesiano para la reacción
r, como

Xr = L(li)× L(ld) (4.4)

El ECP xr se de�ne entonces como un elemento de este conjunto:

xr = {q ∈ Xr | q 6= r} (4.5)

Cabe subrayar que se ignora el ECP que representa el total de la reacción,
puesto que no agrega información útil para el proceso; la razón se discute en
la sección 4.4.

La ventaja principal del concepto de ECP es que da una forma de usar
las reglas con grupos de compuestos de cualquier tamaño; la regla de balance
puede aplicarse sobre los lados de un ECP (�gura 4.4a) y la regla de conteo
puede ser la cuenta de un ECP en el total de las reacciones (�gura 4.4b).
Esto hace posible usar las reglas de forma exhaustiva, tomándolas para for-
mar posibles pares sustrato�producto cubriendo todas las combinaciones de
compuestos. El poder explorar todas las posibilidades de combinación den-
tro de una reacción permite usar las reglas sin la necesidad de recurrir a
las estructuras de los compuestos, a �n de evaluar que tan e�caces son para
formar pares de compuestos viables sin tener que complementarlas con otros
parámetros.
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4.3.2. Implementación algorítmica de las reglas

Para poder usar las reglas, es necesario describir a detalle su forma �nal
como un proceso, para exponer las ideas que involucran la aplicación del
concepto. A continuación se hace esta descripción para ambas reglas.

Para aplicar la regla de balance sobre ECPs de tamaño arbitrario, se le
ajusta a porcentajes; lo que se busca no son las transformaciones de me-
nor masa, sino las transformaciones que implican el menor cambio de los
compuestos involucrados expresadas como una tasa de cambio. Esto se hace
siguiendo el supuesto de similitud que se espera de un par sustrato�producto.
En el ejemplo de la �gura 4.1, se espera que PEP se desprenda de 2�PG; en
reacciones que usan ATP para obtener PO4, se espera que de éste se des-
prenda ADP; en otras reacciones se espera lo mismo del par NAD�NADH.
No obstante, si se toma el ejemplo de la reacción R00756 (sección 4.1), la
diferencia entre ambos pares es únicamente el grupo PO4, lo cual haría fallar
a la regla de balance incluso si los compuestos son claramente diferentes a
nivel de masa. Sin usar las estructuras, es difícil calcular qué relación tiene
un compuesto con los otros usando la diferencia bruta, puesto que ésta puede
coincidir entre pares diferentes, como en el ejemplo. Se hace necesario ver qué
fracción es un compuesto de otro, y en general se espera que esta diferencia
sea la menor posible, puesto que el evento esperado es que el compuesto sea
donador o aceptor de un grupo, que es una fracción relativamente pequeña.

Con esto, la regla de balance se de�ne a partir de S[l(x)], la suma de
masas de un lado l del ECP x, incluyendo los coe�cientes de cada compuesto
(Figura 4.4a). Siendo c un compuesto cualquiera, mc el peso molecular de c
y qc,l(x) el coe�ciente para c en l y x:

S[l(x)] =

n(l)∑
a=1

qc,l(x)mc (4.6)

Con base en estas sumas, B(x), el resultado de la regla de balance para
el ECP x, es el valor absoluto de la diferencia de estas sumas dividido entre
la suma mayor:

B(x) =
|S[li(x)]− S[ld(x)])|
max(S[li(x)], S[ld(x)])

(4.7)

Tomar el valor absoluto en vez de la diferencia bruta compensa el hecho
de que la base de datos no toma en cuenta una direccionalidad �ja para las
reacciones. La división de la ecuación 4.7 pretende generalizar el concepto
de similitud de compuestos; como se empieza con la reacción completa, se
procede a examinar qué compuestos conservan mejor la integridad de su
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composición sin asumir a priori cuales están más relacionados, colocando la
comparación en el contexto de la reacción particular. Cabe mencionar aquí
que se pre�ere el valor absoluto al cuadrado porque lo que se quiere ver son
las proporciones; usar un cuadrado daría mayor pesado a los valores más
grandes, pero distorsionaría la representación de las proporciones de masa
que se desea obtener.

En el caso de la regla de conteo, la implementación es trivial; simplemente
consiste en contar el número de veces que un ECP aparece en todas las reac-
ciones disponibles, tomando en cuenta los productos Cartesianos completos
(X(r)) para cada reacción (�gura 4.4b).

4.4. Aplicación recursiva

Para reducir los ECPs, se usó un método de dos estrategias base, la
división y la recursión; el proceso se expresa en la �gura 4.5. Desde la reacción
completa, se genera el producto Cartesiano y se aplican las reglas. La regla
de balance se aplica primero siempre, puesto que es una medida de asociación
de compuestos que solo depende de la reacción actual. Si la regla de balance
no puede reducir el conjunto de ECPs a una única posibilidad, entonces se
aplica la regla de conteo sobre los ECPs que queden, con miras a reducir
este conjunto a un ECP único. Si la regla de conteo tampoco es su�ciente, la
reacción se declara como imposible de manejar.

El método es divisivo porque usa las reglas para dividir la reacción ori-
ginal y así determinar qué compuestos están más asociados y agruparlos. Si
se obtiene un ECP único aplicando las reglas como se estableció arriba, se
selecciona y se separa. Tomando la reacción o el ECP que se esté dividiendo,
se eliminan todos los compuestos que estén el ECP seleccionado; este nuevo
conjunto se toma aparte, incluso si se trata de un solo compuesto aislado.
Esto genera únicamente dos grupos de compuestos, cada uno de los cuales
indica más cercanía para los compuestos que lo conforman dentro del gru-
po que entre grupos. Esta decisión de diseño se tomó porque si el grupo
�nal es de un par de compuestos es más probable que ese par sea un par
sustrato�producto, lo cual es la representación que plantean las reglas y el
objetivo de crear los ECPs. Esto es visible sobre todo en el contexto de reac-
ciones como la R00756, que sólo necesitan una división para generar pares
sustrato�producto.

Como consecuencia de esto, puede discutirse por qué se ignora la reacción
total; en una reacción bien curada la diferencia de masas entre ambos lados
de la ecuación es cero. Por ende, dada la naturaleza divisiva del método, la
reacción total resulta poco informativa al usar la regla de balance.
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Figura 4.5: Resumen grá�co del enfoque. El enfoque toma la reacción com-
pleta de la base de datos (izquierda) y subdivide, dejando las cesiones de grupos
implícitas en las diferencias entre los compuestos ligados a cada nodo. Éstos se van
separando a cada paso (�echa roja Reaction splitting), generando una estructura de
árbol para la reacción, ligando los compuestos como pares (TS-pair) o compuestos
aislados (loner compound). Con estos árboles se hacen pruebas para validar (dere-
cha): una prueba estadística basada en la coincidencia de los pares en los árboles
con los de RPAIR (arriba) y una bioquímica comparando su coincidencia con los
números EC (abajo).

Si un ECP tiene al menos un compuesto de cada lado y al menos dos
compuestos en al menos un lado, las reglas vuelven a aplicarse sobre él,
tomando las nuevas divisiones como procedentes del ECP original (�gura 4.5).
Cada uno de estos conjuntos es revisado para ver si es un par (un compuesto
del lado izquierdo y uno del lado derecho) o un compuesto aislado. Si lo es, se
deja como está; en caso contrario, se divide de la misma forma como derivado
del ECP del que procede, conservando éste último como el paso de división
anterior. Esta forma de aplicar el método minimiza los parámetros adicionales
que las reglas requieren, puesto que el proceso se centra en aplicar las reglas
que ya fueron de�nidas. No obstante, al volver a aplicar las reglas sobre las
nuevas elecciones de ECP, a cada paso se genera información nueva sobre
la distancia relativa entre los compuestos; cada compuesto tiene distintas
distancias de los compuestos que fueron separados antes y de los que serán
separados después. A esta estrategia se le llama recursiva; la repetición del
proceso se basa en ampliar la información de pasos anteriores (�gura 4.6). Al
repetir el proceso divisivo básico, la estructura de división de la reacción se
vuelve más detallada sin necesidad de agregar parámetros nuevos.

Esta forma de usar las reglas implica el problema de manejar interaccio-
nes de tres compuestos, como las de las lisis y ligaciones de compuestos, que
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Figura 4.6: Concepto de recursión, tomando como ejemplo la función factorial.
La recursión (izquierda) toma un estado inicial y lo repite una y otra vez, reservando
la información de pasos anteriores para calcular el estado �nal. Se distingue de
la iteración (derecha) porque en la recursión cada paso modi�ca la cantidad de
información que maneja el proceso, mientras que en la iteración la cantidad de
información permanece constante.

forman parte de los ECPs que se deben examinar. Esto se manejó agregando
el concepto de compuesto aislado; un compuesto que no se asocia directa-
mente a otro compuesto, sino a un par de compuestos. Esto permite expresar
un compuesto entrante o saliente como asociado al par que forma el resto
de la molécula de cada lado del ECP (�gura 4.5). Un ejemplo es la reacción
catalizada por la enolasa (�gura 4.1), que con una sola división genera el
par 2-PG→PEP pero deja sola una molécula de agua. Esta molécula procede
de la lisis de 2-PG, pero no es claramente separable del par; es producto
de la transformación que el par implica. Por esto, es mejor expresarla como
asociada al par: tanto PEP como H2O son productos de la reacción, pero la
estructura del par permite subrayar que PEP es más parecido al compuesto
original.

El proceso recursivo continúa hasta tener ya sea pares o compuestos ais-
lados en los estados �nales o hasta que no se pueda dividir, creando la estruc-
tura que se toma como resultado para esa reacción. Es natural representar
estructuras de este tipo como árboles, puesto que cada paso de división per-
manece marcado para detallar el historial de la parte divisiva; el camino que
siguió el proceso hasta cada par o compuesto aislado. En consecuencia, a la
estructura �nal que se calcula para cada reacción se le llama estructura de
árbol o tree structure (TS).

La TS, por la estructura recursiva de la división, preserva toda la in-
formación sobre las divisiones sucesivas; esto revela el proceso que originó
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cada par �nal de compuestos, como se representa en la �gura 4.5. Los pa-
res obtenidos son los mejores candidatos a ser pares sustrato�producto de
acuerdo con las reglas, lo cual permite examinarlos como tales. La presencia
de los compuestos aislados permite señalar qué compuestos tienen un rol de
grupos liberados de un par sustrato�producto; esto debería dejar los pares
con mayor evidencia. Además, como los pares resultantes son pares sustrato�
producto, la direccionalidad no tiene un peso determinante en la estructura
de la TS; ambos compuestos quedan conectados al mismo nodo intermedio,
y los compuestos aislados siguen siendo los únicos conectados a su nodo.

Las decisiones de diseño del método se enfocan a usar las reglas su-
poniendo que efectivamente generan estructuras familiares (pares sustrato�
producto). A partir de esto, se pueden examinar las propiedades de las TSs
para encontrar una forma de examinarlas con base en este supuesto.

34



Parte III

Resultados y Discusión
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Capítulo 5

Generación de las clases

5.1. Agrupamiento de las TSs

El objetivo de usar las TSs de las reacciones es representar cómo cada
par sustrato�producto se acomoda en cada reacción; los compuestos aisla-
dos representarían entonces pasos de transición similares a los grupos de tres
presentes en lisis de compuestos. En este paso, sin embargo, cabe pregun-
tarse cuánto se pueden parecer las TSs entre sí; después de todo, existen
muchas reacciones que son casi iguales, y que únicamente usan coenzimas le-
vemente diferentes. La pregunta es válida en este punto porque si se obtienen
estas similitudes para reacciones parecidas se puede con�rmar que el método
es coherente para reacciones con mecanismos esencialmente idénticos, una
propiedad que se espera si el método efectivamente maneja propiedades de
reacciones. La �gura 5.1 presenta un ejemplo de esto. Las reacciones de los
casos 5.1a y 5.1b son casi idénticas; la única diferencia es que una usa NAD
y otra usa NADP.

Al observar otras reacciones puede notarse que, aunque el patrón de com-
puestos pueda no ser igual, la reacción puede compartir su TS básica con
otras reacciones. Tal es el caso en la reacción de la �gura 5.1c; la reacción
usa compuestos principales diferentes, pero la TS sigue siendo la misma. Esto
sugiere que las TSs pueden implicar un patrón más general, independiente de
los compuestos que se transformen en una reacción dada. Para examinar la
posibilidad de este patrón, todas las reacciones que compartan su estructura
de TS � entendida como la topología del árbol para la TS y las reglas que
fueron usadas para cada paso especí�co � son tomadas como un solo grupo
de TSs. A este tipo de grupo se le llama cluster de estructuras de árbol o
cluster of tree structures (CTS). Todos los CTSs obtenidos se muestran en
la tabla del apéndice A.1.
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Figura 5.1:Ciertas TSs se parecen independientemente de los compuestos

que usan. Las reacciones en las partes a) y b) tienen compuestos muy similares,
por lo cual es casi trivial suponer que las TSs deben parecerse. Sin embargo, la
parte c) usa compuestos diferentes y pese a ello su TS se parece a las de las partes
a) y b).

Las TSs y los CTSs se representaron de tres formas: un árbol como se
espera de forma grá�ca; por formato JSON (JavaScript Object Notation),
adecuado para manejo automático; y las que se llamaron representaciones de
texto y compacta, para manejar TSs y CTSs como texto plano.

La tabla 5.1 ilustra las representaciones de texto y compacta para la
reacción R00760. Cabe subrayar las diferencias entre el formato de texto y el
compacto: �>� en el compacto es �root� en el de texto, y �!� en el compacto
es �balance� en el de texto. El formato compacto también usa �!!� para las
subdivisiones por conteo, que el de texto representa explícitamente como
�count�. Las representaciones de texto se leen de izquierda a derecha, lo que
corresponde a observar la representación grá�ca de arriba a abajo.
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Tabla 5.1: Representaciones en diferentes formatos para TSs y CTSs. Se
toma la reacción R00760 como ejemplo. Para el formato grá�co: Nodos: gris, raíz;
círculo, compuesto; cuadrado, par. Aristas: línea azul, separado por balance; línea
delgada, liga nodo/compuesto.

Representación Ejemplo

Árbol, texto root(balance(C00095_C00085)(C00002_C00008))
Árbol, compacto >(!(C00095_C00085)(C00002_C00008))
CTS, compacto >(!(C_C)(C_C))

CTS, grá�co

5.2. Características generales de las TSs

Se tomaron los datos de la base de datos KEGG en su versión 2015 [22],
de los conjuntos COMPOUND, RPAIR, RCLASS y REACTION. De COM-
POUND se tomaron los pesos moleculares de los compuestos; de RPAIR, los
pares que están en el conjunto RCLASS junto con su categoría en RPAIR;
y de REACTION, las fórmulas de las reacciones y los RPairs que les co-
rresponden. Se excluyeron reacciones con compuestos sin pesos moleculares
en COMPOUND y aquellas con compuestos con coe�cientes y secciones de
fórmula variables.

5.3. Descripción de los datos utilizados para la

generación de las TSs

De las 9910 reacciones en REACTION para el set de 2015, se tomaron
7526 reacciones con pesos moleculares de�nidos y coe�cientes no variables
para todos los compuestos en COMPOUND y REACTION. De éstas, 1099
se ignoraron por ser de solo un par de compuestos y 35 por no poder separarse
en pares o aislados. Esto se hizo para realizar el análisis sobre un conjunto
de reacciones bien descritas cuya solución no fuera obvia. Por ejemplo, una
reacción que consiste sólo en un par de compuestos se devuelve como tal sin
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realizar trabajo y las reacciones que dan conjuntos de más de dos compuestos
no están equilibradas para realizar un análisis a nivel de masas, por lo cual
no hay información su�ciente para explicar aciertos o errores del método en
estas reacciones.

5.4. Consideraciones sobre los agrupamientos

El proceso de remoción de las reacciones con curación no óptima dejó
6392 reacciones con una TS. Agruparlas por topología generó los 71 CTSs
que se presentan en la tabla A.1. De estos CTS, se seleccionaron aquellos
con al menos 10 reacciones cada uno, teniendo en cuenta que un número
de reacciones demasiado reducido en un CTS no permitiría hacer pruebas
estadísticas con�ables. Por ello, al �nal preservamos para análisis posteriores
a 22 CTSs para realizar pruebas enfocadas a detectar propiedades de los CTSs
en vez de propiedades del conjunto completo (6279 reacciones; 98.23%).

Cabe subrayar que si un par de TSs fueron idénticas a nivel de topología
pero diferentes en sus pasos de resolución, como en los casos de los CTSs 1 y
19 y los CTSs 8 y 22 (�gura 5.2), se consideraron CTSs distintos. Esto se debe
a que las propiedades que separan los ECPs en un paso dado son diferentes;
la regla de balance en un caso y la regla de conteo en el otro. Incluso cuando
la estructura matemática de la TS sea igual en ambos casos, ambos tipos de
reacción tienen propiedades de intercambio químico diferentes que llevan a
esa separación, indicando en particular que la regla de balance no es su�ciente
para separar los compuestos. La necesidad de incluir la regla de conteo, como
se plantea en la sección 4.2, surge de la presencia de transiciones de grupo
idénticas entre ECPs muy similares, lo cual involucra interacciones que no
son claramente distinguibles únicamente por masas.

De�nir estas características generales hace posible usarlas para hacer una
validación formal del método: determinar qué tan viable es el método viendo
en qué medida se ajusta a las propiedades bioquímicas que busca representar.
La parte siguiente se enfoca en desarrollar esta validación y mostrar el ajuste
que tiene el método con las propiedades bioquímicas de los pares sustrato�
producto, que son la base en la cual se sustenta.
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Figura 5.2: Los CTSs representan con�guraciones únicas. De izquierda a
derecha: a) CTS 2, una estructura de un par y un compuesto aislado resuelta por
balance; b) CTS 1, una estructura de dos pares de compuestos resuelta por balan-
ce; c) CTS 19, una estructura de dos pares de compuestos resuelta por conteo; d)
CTS 8, una estructura compleja resuelta por balance; e) CTS 22, una estructura
compleja resuelta por ambas reglas. Nodos: gris, raíz; círculo, compuesto; cuadra-
do, par; rombo, saliente. Aristas: línea azul, separado por balance; línea naranja,
separado por conteo; línea delgada, liga nodo/compuesto.

40



Capítulo 6

Exploración de las TSs

6.1. Exploración estadística del método

6.1.1. Análisis estadístico de pares

Los patrones que representan los CTSs sugieren que puede haber una
relación entre la TS y las transformaciones de compuestos en una reacción
química. Esta correspondencia se evaluó a dos niveles. El primero se enfoca
en la precisión de las reglas empleadas y el segundo en la precisión de los
grupos generados. Esta sección se enfoca en la revisión de la efectividad de
las reglas y su implementación, y la siguiente en con�rmar la precisión de los
grupos.

Para determinar la efectividad de las reglas, se debe recurrir al supuesto
del cual se desprenden: las reglas elegidas son propiedades de pares sustrato�
producto del metabolismo, y por ello estos pares pueden detectarse con su
uso. Para determinar si este supuesto se cumple, se debe comparar el conjunto
de pares que se generan con las TSs y los pares sustrato�producto curados
en una base de datos. Para este �n, se eligió el conjunto de datos RCLASS,
complementándolo con datos en RPAIR para la versión de 2015 de KEGG,
disponible en nuestro grupo. Este conjunto de datos contiene estos pares
curados correspondientes a las reacciones del metabolismo.

Es necesario establecer un método exacto que pueda detectar correcta-
mente los pares, adaptándose a las características de cada conjunto de datos
para asegurar que sean comparables. Como ya se explicó, los pares en las TSs
son comparables con los pares de RPAIR [26], pero es necesario determinar
una medida de acierto para precisar la similitud entre ambos conjuntos de
pares debido a la presencia de los compuestos aislados; hay RPairs que po-
drían no recuperarse porque un compuesto en un RPair queda separado de su
correspondiente en la TS. Un ejemplo es la reacción R00025 (etilnitronato→
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acetaldehído + nitrito), dentro de la cual el etilnitronato (C18091) está en los
RPairs C00084_C18091 (con acetaldehído) y C00088_C18091 (con nitrito)
usando FMN (C01847_C00061). La TS despliega el RPair C00088_C18091,
pero no C00084_C18091, porque el acetaldehído da un valor de balance de
menor parecido, lo cual favorece que se incluya aparte del etilnitronato.

Debido a que la coincidencia de los pares no es directa, se optó por tomar
a RPAIR/RCLASS como estándar principal (gold standard en el argot de
la estadística), para evaluar solamente la forma en que los pares de las TSs
aparecen en RPAIR/RCLASS asumiendo que este conjunto de datos posee
una tasa menor de errores debido a que está revisado manualmente, incluso
aunque es posible encontrar fallas de curación en KEGG [29].

Para poder hacer la evaluación de los pares de las TSs, es necesario tomar
en cuenta que éstos pueden o no aparecer en RPAIR/RCLASS, y además
el hecho de que RCLASS ha sido actualizado para incluir más pares. Por
ende, también se requiere poder estimar el cambio de los datos al paso del
tiempo. Para lograrlo, se pre�rió un enfoque bayesiano, que haga posible
considerar un estimado del cambio de los pares de KEGG. La prueba elegida
fue simplemente tomar los datos, tomar la proporción de coincidencias y no
coincidencias y evaluar las proporciones con una distribución bayesiana; el
hecho de que el método elegido usa una combinatoria hace imposible evaluarlo
de forma combinatórica por de�nición.

La distribución usada se eligió tomando en cuenta que tomar un par de
TS cualquiera y determinar si es o no un RPair para esa misma reacción
es un ensayo de Bernoulli, puesto que un par de TS únicamente puede o
ser o no ser un RPair registrado. Por ello, se tomó la distribución Beta,
puesto que es la previa conjugada de la Bernoulli; si se toman datos con
una distribución de Bernoulli, la distribución Beta estima las probabilidades
bayesianas para un posible espacio futuro de datos. Se tomó la media de
la distribución como medida de precisión de pares, puesto que es el valor
estimado de la probabilidad de éxito del ensayo de Bernoulli.

Para todo el conjunto de 6392 reacciones curadas, la precisión fue de
81.48%, como se muestra en la �gura 6.1a. Tomando esta precisión, se puede
apreciar que, dada la simpleza de las reglas y del proceso empleado para
aplicarlas, el método es sumamente preciso en general, lo cual respalda la
elección de reglas realizada por la búsqueda en la literatura.

Luego de haber con�rmado la precisión general del método, la Beta fue
evaluada independientemente para todos los pares dentro de cada CTS con
al menos 10 reacciones; como es de esperar, los CTSs dan distintos niveles
de precisión. Para determinar la con�anza obtenida para cada CTS, ésta se
de�nió en tres niveles, según el valor de la media de la Beta: alta (x̄ ≥ 0.8),
media (0.8 > x̄ ≥ 0.6) y baja (0.6 > x̄).
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Figura 6.1: La precisión del presente enfoque varía entre CTSs. Ejemplos
de las curvas de distribución posterior para θ obtenidas con la distribución Beta (ver
texto), con cada conjunto de parámetros (aciertos,errores). a) Total del conjunto de
datos; b) CTS 2, una distribución de precisión alta; c) CTS 1, de precisión media;
d) CTS 18, de precisión media, pero pocos datos.

Al aplicar los resultados de la prueba estadística sobre los CTSs, se apreció
que fue alta para 8 CTSs (3879 reacciones), media para 10 (2198 reacciones)
y baja para 4 (202 reacciones). La tabla 6.1 da los valores para los 22 CTSs
usados para esta prueba; la �gura 6.1 presenta ejemplos. El CTS 2, por
ejemplo, es de alta precisión (�gura 6.1b): 1016 pares de 1059 concuerdan, y
la amplitud de la distribución es mínima por el gran número de reacciones
en el CTS.
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Tabla 6.1: Datos de distribución Beta para el conjunto de TSs.

Pares Pares Pares Precisión
totales acertados fallidos media

Total 10788 8791 1997 0.8148
CTS 1 3254 2196 1058 0.6748
CTS 2 1059 1016 43 0.9586
CTS 3 1028 926 102 0.9000
CTS 4 1794 1756 38 0.9783
CTS 5 878 873 5 0.9933
CTS 6 698 690 8 0.9872
CTS 7 450 206 244 0.4580
CTS 8 286 193 93 0.6737
CTS 9 206 151 55 0.7309
CTS 10 291 196 95 0.6724
CTS 11 246 163 83 0.6613
CTS 12 66 58 8 0.8680
CTS 13 108 86 22 0.7911
CTS 14 84 58 26 0.6862
CTS 15 58 57 1 0.9684
CTS 16 78 29 49 0.3749
CTS 17 72 48 24 0.6623
CTS 18 48 37 11 0.7602
CTS 19 28 13 15 0.4667
CTS 20 12 11 1 0.8564
CTS 21 24 13 11 0.5384
CTS 22 20 15 5 0.7264

A este nivel, es posible apreciar ciertos detalles que apuntan a un patrón
en el acomodo de los pares en cada CTS. El CTS 18 (�gura 6.1d), por ejemplo,
es de precisión media: 37 pares de 48 son correctos. Como existen menos
elementos en el CTS para medir, la amplitud de la curva crece. Una inspección
cercana revela que estas reacciones son mediadas por ligasas (grupos de ECs
6.3.2.-, 6.3.5.-), dos de ellas por la tobramicina carbamoiltransferasa (EC
6.1.2.2).

Por otra parte, una excepción a la asociación entre precisión alta y poca
amplitud es el CTS 1 (�gura 6.1c); de sus 3254 pares, solo 2196 son concor-
dantes, lo que le da una precisión media (67.48%). Este CTS se compone de
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reacciones de diversos ECs, sobre todo transferasas (grupo 2), pero también
de otros grupos de enzimas, como oxidorreductasas (grupos 1.1.5.-, 1.21.3.-
) e hidrolasas (grupo 3.5.4.-). Esto indica que una regla general puede no
ser su�ciente para algunas reacciones, o que incluso el grupo puede contener
más de un grupo de ECs, lo cual se discute más adelante. Pese a esto, los
resultados señalan que hay ECs que predominan en los distintos CTSs, por
lo que puede haber un patrón de asociación del acomodo de los pares entre
los CTSs y transformaciones químicas reportadas en la base de datos. Es
necesario entonces buscar un modo de validar esta asociación en general.

6.1.2. Análisis de los CTSs mediante clases de pares

sustrato�producto

Los resultados arriba descritos sugieren que los CTSs contienen reacciones
con transiciones químicas similares. Para examinar esta relación, se decidió
examinar si la tendencia de los pares obtenidos es efectivamente coincidente
con pares sustrato�producto reportados.

Para examinar las tendencias de los pares de cada TS, éstos fueron clasi-
�cados por el nivel de precisión evaluado con la Beta dentro de su CTS (alta,
media o baja), discutido en la sección 6.1.1. Para asignar la clasi�cación quí-
mica de los pares, se usó la propuesta por Kotera et. al. para los RPairs [26],
discutida en la sección 1.2 (main, cofac, ligase, trans, leave).

Para relacionar ambas medidas, se agregó una clasi�cación de reacciones
por su proporción de pares encontrados y no encontrados en RCLASS y se
agruparon los pares individuales sobre este esquema. Las reacciones fueron
clasi�cadas como acertadas (todos los pares están en RCLASS), fallidas (nin-
gún par está en RCLASS), o mixtas (hay al menos un par en RCLASS y un
par que no está en RCLASS). Cada par en cada reacción fue entonces clasi-
�cado, según fuera el caso, como un par acertado en una reacción acertada
(entirely predicted pair, EPP), un par acertado en una reacción mixta (mixed
positive pair, MPP), un par fallido en una reacción mixta (mixed failed pair,
MFP) o un par fallido en una reacción fallida (failed pair, FP).

La �gura 6.2 despliega la frecuencia de reacciones que tiene cada categoría
bajo este esquema triple. De los 10,788 pares disponibles en las 6,392 reac-
ciones usadas, 969 no se encontraron ni en RPAIR ni en RCLASS, dejando
9,819 pares. De éstos (7,672; 78.13%) caen dentro de la categoría EPP. Den-
tro de EPP, la mayoría de los pares se concentran en los grupos main (5,757,
58.63% del total) y cofac (1,839, 18.73% del total), con alta precisión (main,
3,728 de 5,757; cofac, 1,620 de 1,839). Este resultado, por sí mismo, muestra
que las reglas son e�caces para encontrar pares que representan coenzimas
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de oxidorreducciones y, más importantemente, pares sustrato�producto que
se consideran pares principales. Este hecho respalda la e�cacia de las reglas
en la labor de encontrar pares para las categorías más abundantes, algo que
no deja de sorprender dada la simpleza del proceso global. Cabe señalar que
EPP también tiene uno de los grupos ligase más grandes, a pesar de que sea
un miembro minoritario de la categoría (68 de 7,672, con�anza media).

Figura 6.2: La precisión es mayor para las clases main y cofac de Kotera

et. al. Abundancia de pares según clases tomadas de datos de RPAIR: la clasi�-
cación de Kotera et. al. (columnas repetidas; main, cofac, trans, leave, ligase), la
precisión del par según la media de la Beta en el análisis bayesiano y un esquema
de proporción de pares acertados por reacción. La correlación bayesiana se indica
por color de las barras(con�anza alta, media y baja). El esquema de pares acer-
tados se señala en cada columna única: EPP (pares en reacciones completamente
acertadas), MPP (pares positivos en reacciones mixtas), MFP (pares negativos en
reacciones mixtas) y FP (pares en reacciones completamente fallidas).

Las reacciones mixtas, en general, tienden a caer dentro de la precisión
media. La categoría MPP, por ejemplo, es mucho más pequeña que la EPP
(de 9,819, 1,119; 11.40%), pero también concentra gruposmain (818 de 1119)
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y cofac (268 de 1119) de precisión media (main, 634 de 818; cofac, 204 de
268). La categoría MFP, por su parte (de 9,819, 452; 4.60%), concentra
varios pares cofac (238), un grupo ligase mayoritario (68) y el grupo leave
más grande (136). En esta categoría, predomina la precisión media (cofac,
168 de 238; ligase, 55 de 68; leave, 117 de 136). Este resultado conecta a
las reacciones mixtas con la clase leave, así como la categoría EPP queda
conectada con las clases main y cofac.

La categoría FP (de 9,819, 576; 5.87%) representa las diferencias más
marcadas del método al clasi�car pares. Esta categoría sobresale por tener
el grupo trans más grande (474 de 576) con precisión media (391 de 474)
y por concentrar pares incorrectos del CTS 1 (precisión media; 383 trans,
11 leave). Esto conecta a la categoría FP con la clase trans, pero también
mayoritariamente con el CTS 1, una observación notable dado que las demás
clases comprenden varios CTSs. Al examinar los tipos de reacción dentro de
la categoría, se observa que son en su mayoría glicosiltransferasas (de hexosas
y pentosas), fosfotransferasas con aceptor alcohol, y transferasas de grupos
arilo y alquilo alternos al metilo. Un artículo relacionado con KEGG reporta
que los métodos usados para alimentar la base de datos tienen problemas para
trabajar en particular con glicotransferasas [35], lo cual indica que incluso
las discordancias que se obtienen corresponden a los grupos donde la base
de datos tiene conjuntos de anotaciones con evidencia más débil. Esto da a
entender las bases químicas que explican la coherencia de los pares obtenidos
de las TSs con los existentes en KEGG.

Determinar la precisión general del método para encontrar pares sustrato�
producto es importante debido a que estas transiciones son las más usadas
para determinar rutas metabólicas. Faust et al. [9] compararon el desempeño
de usar buscadores de rutas que combinan listas curadas de pares de com-
puestos con otros parámetros, mostrando que el mejor enfoque para trazar
rutas combina la lista curada de RPAIR con un esquema de pesado que pe-
naliza conexiones con compuestos frecuentes. Los resultados de esta sección
indican que este método da un esquema de trazado de interacciones inter-
nas que aparta preferencialmente estos compuestos frecuentes del resto de la
reacción sin necesidad de hacer una penalización explícita, puesto que ésta
queda ya comprendida dentro de las reglas de balance y conteo.

Los resultados apuntan a esta conclusión; la mayoría de los pares encon-
trados caen en árboles de alto nivel de con�anza, y la mayoría de éstos, a
su vez, cae dentro de la categoría main de la clasi�cación de Kotera. La cla-
si�cación obtenida y sus proporciones concuerdan con las que produce un
proceso de curación manual, lo cual rea�rma la e�cacia general de las reglas
en que se sustenta el enfoque. También hace posible ubicar las debilidades
presentes; los pares leave y trans se resuelven con menor e�cacia y caen en
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clases de reacciones precisas, como es el caso de las glicosiltransferasas en la
categoría FP de pares. De igual forma, la clase ligase queda distribuida entre
dos categorías de precisión de pares, lo cual hace la posibilidad de un nexo
menos clara que en las demás categorías. Esto hace de los pares ligase, leave
y trans candidatos para curación manual con miras a mejorar el método, po-
siblemente usando alguna regla adicional que comprenda las características
de estas transiciones.

Estos resultados, en su conjunto, respaldan la presencia de una tendencia
de los CTS a concentrar reacciones en categorías que re�ejan transiciones
químicas similares. Con base en esta observación, cabe inspeccionar si los
CTSs correlacionan con grupos de enzimas de funciones similares.
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Capítulo 7

Exploración de los CTSs

7.1. Los CTSs tienden a agrupar categorías en-

zimáticas

Dado que las clases de Kotera sugieren que los CTSs agrupan transiciones
químicas similares es relacionarlos con categorías enzimáticas establecidas.
Tomar una clasi�cación enzimática que re�eje el tipo de catálisis que se lleva
a cabo en las distintas reacciones de un CTS permitiría, en un futuro, evaluar
si existen relaciones evolutivas entre las enzimas de estos grupos.

Con este �n, se recurrió a la clasi�cación de la Comisión de Enzimas,
expresada por los ECs. Los ECs se eligieron porque, a pesar de ser una cla-
si�cación de enzimas, están diseñados para agruparlas según características
de catálisis, lo cual ayuda a traslapar las reacciones con una categoría de
catálisis y una de enzimas. KEGG ya registra las asociaciones entre reacción
y enzima por sus ECs, por lo cual estos datos pueden aprovecharse para este
análisis. Se agruparon las reacciones por su CTS y por su EC, agrupando los
ECs a niveles de 1, 2 y 3 dígitos; esto permite detectar posibles patrones a
diferentes niveles de detalle según los ECs. El objetivo es observar la relación
de un CTS con una categoría de ECs particular, y no el hacer comparaciones
funcionales entre categorías de ECs.

Para poder apreciar un patrón, primero se observa el conjunto de datos
para visualizar alguna tendencia que pueda ser explorada estadísticamente.
Con este �n, se agruparon las anotaciones de ECs por reacción y se hizo una
cuenta simple de estas asociaciones por CTS. Se contaron todos los puntos
disponibles para tomar en cuenta las asociaciones múltiples que pueden dar-
se entre enzimas y reacciones que están presentes en KEGG. La �gura 7.1
presenta la acumulación de reacciones por CTS para grupos de ECs a primer
dígito. Los CTSs están ordenados por su abundancia de reacciones, pero las
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barras no corresponden a este orden por la posibilidad de que una reacción
esté asociada a más de un EC.

A pesar de que puede haber varios grupos de ECs dentro de un solo CTS,
se nota una fuerte tendencia de los CTSs a concentrar un único primer dígito
de EC; el CTS 1 concentra transferasas, el 2 liasas, el 3 hidrolasas y el 4
oxidorreducciones. Esta tendencia se aprecia en el resto de la distribución.

Figura 7.1: Los CTSs concentran diferentes grupos enzimáticos generales.

Grá�ca de frecuencia de reacciones, contrastando CTSs contra grupos de ECs a
primer dígito. Abcisa: Frecuencia de reacciones; Ordenada, CTSs; Color, grupos de
ECs, según la leyenda.

Se observa en la �gura 7.1 que la mayoría de los CTSs tienden a concentrar
el grupo de ECs 1, de oxidorreductasas. Esta tendencia es consistente con la
idea de que el funcionamiento del metabolismo es primariamente oxidativo,
pero hace pensar que el grupo 1 no tiene una asociación clara con un CTS
particular. Por el contrario, los grupos 2 (transferasas; CTS 1), 3 (hidrolasas;
CTS 3), 4 (liasas; CTS 2) y 6 (ligasas; CTS 9) están muy concentrados en
un solo CTS; incluso cuando hay grupos más pequeños que parecen signi�-
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cativos, el grueso de las anotaciones de EC para las reacciones caen dentro
de un solo CTS.

Cabe mencionar que las isomerasas (grupo EC 5) casi no se notan en
la �gura 7.1; los grupos están en los CTSs 2, 3 y 4. Esto se debe a que, al
eliminar las reacciones que solo consistían en un par de compuestos antes
de generar los árboles, también fueron eliminadas casi todas las isomerasas
en el set original. Pese a esto, las isomerasas restantes se concentran en los
CTSs mencionados sin aparecer en ningún otro, lo cual es coherente con la
tendencia observada.

Estos resultados apuntan a un acomodo preferencial de las anotaciones de
EC en CTSs particulares. Aunque no es sustituto de una prueba estadística
formal, sí señalan tendencias que pueden explorarse con este tipo de pruebas.
Una prueba estadística con�rmaría estas tendencias y daría información sobre
las tendencias que no pueden apreciarse con una cuenta simple; además,
aclararía el caso de las oxidorreductasas, que queda ambiguo a este nivel.

Para validar la tendencia de la �gura 7.1, es necesario medir la signi�-
cancia de la correlación entre CTSs y grupos de ECs. Esto daría mayor peso
a las tendencias más amplias de la �gura 7.1 y permitiría apreciar detalles
sobre las oxidorreductasas. Además, ayudaría a visualizar qué tan asociado
está cierto grupo de ECs con un CTS, algo que no es fácil de ver con una
cuenta simple debido a las proporciones dadas por las diferencias de tamaño
entre los CTSs.

Usando los mismos datos que en la prueba anterior, se midió el enrique-
cimiento de grupos de ECs para cada CTS con una prueba exacta de Fisher.
Esto es porque, en el nivel en el cual pueden compararse � la corresponden-
cia mutua de anotaciones de CTS e EC sobre una reacción � ambos tipos de
dato pueden contarse como categóricos, y lo que se quiere ver es el nivel de
asociación entre ambos tipos. La prueba de Fisher está diseñada para hacer
este tipo de comparaciones entre categorías múltiples. En este caso, la hipó-
tesis nula contra la cual compara la prueba de Fisher es la independencia de
ambos tipos de dato, que puede interpretarse como una distribución uniforme
con pequeñas variaciones, que corresponde a un acomodo al azar.

La prueba de Fisher puede dar dos tipos de valor para la asociación entre
un par de tipos de dato a comparar: el p-value y el odds�ratio. El p-value,
o valor p, da la probabilidad de que la asociación que se observa sea igual
a la que se propone por la hipótesis nula; es una medida de signi�cancia
respecto del azar. El odds�ratio, o tasa de posibilidades, da la probabilidad
de que la asociación que se observa sea igual al nivel usual en el que se
presenta uno de los tipos de dato en toda la población; es una medida de
signi�cancia respecto del mismo conjunto de datos, o enriquecimiento. El p-
value ayuda a determinar que la asociación que se detecte sea no explicable
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por el azar, y el odds�ratio ayuda a determinar que la asociación que se
detecte sea efectivamente una asociación justi�cable dadas las proporciones
del conjunto de datos.

Para poder detectar la asociación y determinar la signi�cancia de los
patrones detectados, se agruparon las reacciones de los CTSs de al menos 10
reacciones por CTS y por EC. Se comparó la frecuencia de cada grupo de ECs
a primer, segundo y tercer dígito entre CTSs, por las mismas razones que en
la sección anterior. Se calculó la prueba exacta de Fisher para el total de este
conjunto de datos. Se ajustaron los p-values por medio de la corrección de
Benjamini�Hochberg para reducir la susceptibilidad a falsos positivos [4] y se
desecharon las correlaciones con un p-value de más de 0.05 (la probabilidad
de que la asociación sea explicable por el azar es de más de 5%). De las
restantes, se tomó el odd�ratio como medida de enriquecimiento, puesto que
este número da la asociación relativa que puede compararse entre los valores
signi�cativos.

La �gura 7.2 muestra el resultado la prueba de Fisher a un dígito. Las
correlaciones más altas se encuentran entre los CTSs con pocas reacciones; 16,
17 y 22 en el grupo 1 (redox). Esto se debe a que todas las reacciones en esos
CTSs están dentro de su grupo de ECs, lo cual impide a la prueba comparar
alternativas; el valor de enriquecimiento escapa a la precisión del dispositivo
de cómputo. En estos casos, la grá�ca ilustra un nivel de enriquecimiento solo
para los límites de logaritmo base 10 del odds�ratio que van de -3 a 3; estos
límites dan valores de hasta 3 órdenes de magnitud del enriquecimiento, y
la mayoría de los valores más signi�cativos caen dentro de este rango. Los
CTSs 20 y 21 no están igual de enriquecidos, puesto que incluyen unas pocas
reacciones fuera del grupo de ECs mayoritario; el tamaño del grupo cambia
el enriquecimiento ajustándolo a las proporciones.

En cuanto a los CTSs restantes, se observa que 11 de ellos están preferen-
cialmente enriquecidos solamente en un primer dígito de EC con un log(Odd-
ratio) mayor a 0 (más de 1 vez respecto del común). Estos CTSs dan una
asociación signi�cativa incluso tomando en cuenta que el EC ocupa un ran-
go de valores muy amplio. No obstante, estas asociaciones pueden explicarse
mejor si se toman los valores de respecto de las categorías de EC a tercer
dígito (tabla A.2). Los CTSs tienden a enriquecerse más signi�cativamente
en cierto tipo de mecanismo incluso dentro del grupo de oxidorreductasas.
Algunos casos son muy marcados: el CTS 22 concentra reacciones del grupo
1.16.-.-, que oxidan iones metálicos usando principalmente a O2 y derivados
de �avina como aceptores; el CTS 6 concentra el grupo 1.17.1.-, que oxida
grupos CH o CH2 y usa a NAD o NADP como aceptor; y el CTS 17 concentra
el grupo 1.4.1.-, que actúa en grupos HC−NH2 y usa a NAD o NADP como
aceptor.
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Figura 7.2: Los CTSs están enriquecidos selectivamente en diferentes

grupos de ECs. Abcisa: CTSs; Ordenada, grupos de ECs; Tamaño de punto,
frecuencia de reacciones; Color, log(Odd-ratio), según la leyenda. Los valores se
limitan a log(Odd-ratio) de 3 a -3; los valores que van más allá se incluyen, pero su
valor no se precisa más allá de los límites.

Un caso que permite ver el grado en el que se especializan los CTSs es el
grupo de ECs 1.14.-.-, que actúa en donadores pareados asistido por O2. Este
grupo está difundido entre varios CTSs, pero el enriquecimiento se concen-
tra en un matiz particular o marca una mayor asociación para otro grupo.
Por ejemplo, el grupo 1.14.13.-, que usa a NAD o NADP como donador e
incorpora un átomo de oxígeno a la molécula, está más asociado al CTS 5.
El grupo 1.14.-.- también está en los CTSs 11 y 15, pero el CTS 15 está
más enriquecido en el grupo 1.14.16.-, que también incorpora un átomo de
oxígeno pero usa tetrahidrobiopterina como donador (transformando ami-
noácidos aromáticos como fenilalanina o triptofano y compuestos parecidos
como el antranilato), y el CTS 11 está levemente más enriquecido en el gru-
po 1.13.12.-, que también incorpora un átomo de oxígeno pero actúa sobre
donadores sencillos, que también son compuestos con anillos purínicos (teo-
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bromina: R07963-4; cafeína: R07971-2). El factor común entre los tres CTSs
es la incorporación de oxígeno a la molécula y la formación de agua, pero los
mecanismos más asociados son diferentes, y estas diferencias se re�ejan en
los cambios de topología de cada CTS. Las reacciones con donadores sencillos
liberan un grupo que tiende a ser el formaldehído, mientras que las reacciones
con donadores pareados no liberan ningún grupo adicional.

Este resultado está relacionado con una característica importante de la
clasi�cación de los ECs. Las categorías de segundo y tercer dígito de ECs no
son normalmente comparables. Lo son dentro de la clase de ECs 1, como se
muestra en la tabla 7.1, pero no en las demás. Esto re�eja el hecho de que
las oxidorreductasas tienden a emplear mecanismos generales que son muy
parecidos, mientras que los otros tipos de enzima son más variables en sus
catálisis. Este hecho incrementa el alcance de la interpretación que puede
hacerse del resultado arriba descrito; si hubiera una similitud a nivel de las
coenzimas que se usan entre las coincidencias de los CTSs 5 y 11, ésta sería
visiblemente detectable y haría más discutible la interpretación. Como esta
similitud de las coenzimas no se da, cada grupo es más separable y puede
argumentarse con más con�anza una diferencia en el mecanismo.

Esta especialización en la separación de los ECs también ayuda a sepa-
rar otros grupos de CTSs. Se observa, por ejemplo, que los CTSs 2, 4 y 7
estás enriquecidos con un log(Odd-ratio) mayor a 0 en dos grupos de ECs.
El segundo grupo enriquecido en los CTSs 2 (liasas) y 4 (redox) es el de
los ECs 5 (isomerasas). Una inspección cercana reveló asociaciones de inte-
rés; para el CTS 4, todas las reacciones en el grupo 5 son ∆�isomerasas de
esteroides. Para el CTS 2, las reacciones del grupo 5 se ubicaron en el EC
5.5.1.17 (cloromuconato cicloisomerasa; 7 reacciones) y el EC 5.5.1.11, que
también transforma cloromuconato; ambos ECs liberan un grupo HCl. Las
dos reacciones en el EC 5.5.1.17 que quedaron fuera del CTS 2 no liberan
el grupo halógeno de la molécula, lo cual indica que, para este caso, el CTS
re�eja un tipo de catálisis particular para este EC.

Kotera et al. [26] y Rahman et al. [39] han desarrollado métodos pa-
ra predecir pares de compuestos basados en ubicar centros de reacción, que
permiten agrupar reacciones por su EC con ayuda de métodos de cluste-
ring previamente elaborados e independientes. La prueba de Fisher con�rma
que el presente enfoque agrupa de forma natural, sin ayuda de métodos adi-
cionales, los patrones de uso de compuestos de las reacciones en las clases
enzimáticas de los ECs. Esta observación es de gran importancia, puesto que
muestra que este método es completo con sólo el uso recursivo de las reglas
de balance y conteo; sólo con estas dos reglas es posible capturar propiedades
que pueden conformar una clasi�cación independiente de reacciones.

La prueba de Fisher también ayuda a explicar las discrepancias encontra-
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Tabla 7.1: Sólo los ECs de las oxidorreductasas son mutuamente compa-

rables. Ejemplos de desgloses de ECs en enzimas individuales.

EC Primer dígito Segundo Tercer Cuarto
dígito dígito dígito

Actúa en Aceptor glucosa
1.1.5.9 Oxidorreductasas grupo quinona o deshidrogenasa

CH−OH similar
de donantes
Actúa en Aceptor alcohol

1.1.1.1 Oxidorreductasas grupo NAD(P) deshidrogenasa
CH−OH

de donantes
Actúa en Aceptor dihidro-

1.3.1.1 Oxidorreductasas grupo NAD(P) pirimidina
CH−CH deshidrogenasa

de donantes
Acil- Aminoacil- Péptido-

2.3.2.1 Transferasas transferasas transferasas glutamina
transferasa

Acil- Grupos Glutamato
2.3.1.1 Transferasas transferasas no N-acetil-

aminoacilo transferasa
Glicosil- Pentosil- Purina-

2.4.2.1 Transferasas transferasas transferasas nucleósido
fosforilasa

das en el trabajo con la Beta � como la del CTS 1 � que a pesar de poderse
resolver en gran cantidad, tienen una con�anza menor explicable por la va-
riabilidad en su contenido de clases de ECs. Este resultado no contradice la
tendencia observada, puesto que muchas reacciones en KEGG están asocia-
das a más de un EC, algo explicable por la existencia de enzimas promiscuas
y de dominios múltiples, que son más bien comunes en el metabolismo [24].
De igual forma, los datos de la prueba de Fisher para las categorías a tercer
dígito explican esta tendencia a detalle; distintos CTSs concentran diferentes
clases de oxidorreductasas. Además, dado que sus ECs son los más compa-
rables, como se ilustra en la tabla 7.1, es posible apreciar las diferencias de
catálisis entre CTSs, lo cual revela que cada topología efectivamente puede
re�ejar diferencias en el mecanismo de reacción.
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Estos resultados con�rman la existencia de un buen nivel de correlación
entre CTSs e ECs, y por ende que el presente enfoque categoriza clases ca-
talíticas de forma independiente, sin necesidad de parámetros adicionales.
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Capítulo 8

Conclusiones y Perspectivas

8.1. Conclusiones

En este trabajo se presentó un método de clasi�cación de reacciones basa-
do en la asociación de los compuestos como pares sustrato�producto. Debido
a que se asume que las rutas metabólicas transforman un compuesto de for-
ma gradual, la atención se centra en maximizar la precisión para obtener
los pares principales y se reduce para la contribución de otros compuestos
en una reacción. Este trabajo muestra que evaluar los diferentes roles de los
compuestos de forma local puede contribuir de forma signi�cativa a la pre-
cisión de una búsqueda de pares sustrato�producto, incluso cuando se hace
por medio de reglas simples.

El presente enfoque además revela que los CTSs están asociados con es-
pecies enzimáticas documentadas en una base de datos curada a mano. Los
CTSs además pueden indicar diferencias importantes entre los mecanismos
de reacciones relacionadas. Esto se pone de mani�esto al examinar los blo-
ques de las oxidorreductasas y de las isomerasas, que tienen propiedades
ligeramente diferentes dependiendo del CTS al cual están asociados.

En su conjunto, el trabajo muestra que el rol de un compuesto en una
reacción es informativo para clasi�carla. Por ende, estos roles no pueden
descartarse de forma automática; pueden ser aprovechados de esta forma
para contribuir a la precisión en la búsqueda de rutas metabólicas con menos
trabajo computacional.

8.2. Perspectivas

El presente enfoque tiene potencial como una herramienta valiosa en el
trabajo con reacciones y rutas. La prueba basada en la clasi�cación de Ko-
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tera et. al. revela que el enfoque puede encontrar pares sustrato�producto
relevantes para las reacciones, lo cual puede hacerlo un complemento e�caz
para un método de predicción de rutas. Si se comparan las TSs que se for-
man para las reacciones a lo largo de una ruta, podrían analizarse patrones
de uso de CTSs en la ruta o detectarse propiedades basadas en los pares
sustrato�producto obtenidos; aquellos con niveles de precisión altos darían
un desempeño superior al de los pares no consistentes.

De igual forma, las categorías tomadas de la veri�cación basada en ECs se
elaboraron únicamente sobre reacciones con un EC asignado. Sin embargo, el
presente enfoque con�rma el acomodo de las reacciones en los CTSs mediante
la prueba de enriquecimiento, lo cual da al método poder predictivo potencial
para reacciones sin un EC.

Los resultados presentes también dan una guía para determinar qué reac-
ciones son candidatos para curación manual, puesto que las reacciones cuyos
pares no coinciden con los de RPAIR/RCLASS usando este proceso también
presentan di�cultades para los procesos establecidos de la base de datos.

El trabajo posterior se enfocará en incrementar la e�cacia del enfoque,
agregando parámetros como reglas adicionales que mejoren la predicción de
pares y transformaciones enzimáticas. Una posible regla se basaría en pa-
rámetros termodinámicos, que ayudarían a determinar la direccionalidad de
una reacción sin la necesidad de establecerla a priori.

De igual forma, el agrupamiento que hacen los CTSs de reacciones con
ECs similares sugiere que es razonable explorar una hipótesis evolutiva que
explique el acomodo de los CTSs. Sin embargo, la aplicabilidad directa de
KEGG en estudios de este tipo puede cuestionarse debido a la dependencia
de KEGG de datos de homología, que no necesariamente pueden re�ejar la
historia de una enzima. Una opción para este tipo de trabajo es la base de
datos MANET [25], que intenta contestar una pregunta similar usando datos
de dominios de proteína. El presente método puede usarse con los datos de
MANET para comparar las TSs de cada reacción con los dominios registrados
como un punto de partida para un trabajo evolutivo.
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Apéndice A

Datos suplementarios

A.1. Clusters de estructuras de árbol (CTSs).

Los CTSs representan las estructuras básicas de las reacciones examina-
das por el presente método, independientes de los compuestos especí�cos que
usen. Manejar las reacciones de esta forma permite agruparlas naturalmente
en estas estructuras, que se demuestra corresponden con categorías enzimá-
ticas establecidas. La tabla de este apéndice muestra los 71 CTSs obtenidos.
Sólo los primeros 22 se usaron en pruebas estadísticas, puesto que tienen al
menos 10 reacciones. Para los grafos, el código de color es el mismo que el
especi�cado en las sección 5.1. Para los nodos: gris, raíz; círculo, compues-
to; cuadrado, par. Para las aristas: línea azul, separado por balance; línea
naranja, separado por conteo; línea delgada, liga nodo/compuesto.

ID Representación compacta Reacciones Grafo

1 >(!(C_C)(C_C)) 1627

2 >(!(C)(C_C)) 1059
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

3 >(!(C)(!(C)(C_C))) 1028

4 >(!(C)(!(C_C)(C_C))) 897

5 >(!(C)(!(!(C)(!(C)(C_C)))(C_C))) 439

6 >(!(C)(!(!(C)(C_C))(C_C))) 349

7 >(!(C_C)(!(C_C)(C_C))) 150

8 >(!(C_C)(!(C)(C_C))) 143

9 >(!(!(C)(C_C))(!(C)(C_C))) 103
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

10 >(!(C)(!(!(C_C)(C_C))(C_C))) 97

11 >(!(C)(!(!(C_C)(!(C)(C_C)))(C_C))) 82

12 >(!(C)(!(C)(!(C)(C_C)))) 66

13 >(!(!(C)(C_C))(C_C)) 54

14 >(!(C_C)(!(C)(!(C)(C_C)))) 42

15 >(!(!(C)(!(C)(C_C)))(C_C)) 29

16 >(!(!(C_C)(!(C)(C_C)))(C_C)) 26

A-3



ID Representación compacta Reacciones Grafo

17 >(!!(!(C)(C_C))(!(C_C)(C_C))) 24

18 >(!!(!(C_C)(C_C))(!(C)(!(C)(C_C)))) 16

19 >(!!(C_C)(C_C)) 14

20 >(!(C)(!(C)(!(C)(!(C)(C_C))))) 12

21 >(!(C)(!(C_C)(!(C)(C_C)))) 12

22 >(!!(C_C)(!(C)(C_C))) 10

23 >(!(C_C)(!(C_C)(!(C)(C_C)))) 8
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

24 >(!(C_C)(!(!(C)(C_C))(C_C))) 8

25 >(!(C)(!(!(!(C)(C_C))(C_C))(C_C))) 5

26 >(!(!(C)(C_C))(!(C_C)(C_C))) 5

27 >(!!(!(C)(C_C))(!(C)(!(C)(C_C)))) 5

28 >(!(C)(!!(C)(C_C))) 5

29 >(!(C)(!(!(C)(!(C)(!(C)(C_C))))(C_C))) 4

30 >(!(C)(!(!(C)(C_C))(!(C)(C_C)))) 4
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

31 >(!(!(C_C)(C_C))(C_C)) 4

32 >(!!(!(C)(C_C))(!(C)(C_C))) 4

33 >(!(C)(!(!(C)(!(C_C)(!(C)(!(C)(C_C)))))(C_C))) 3

34 >(!(C)(!(!(C)(!(!(C)(C_C))(C_C)))(C_C))) 3

35 >(!!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C)(!(C)(C_C)))) 3

36 >(!!(!(C_C)(C_C))(C_C)) 3

37 >(!!(!(C)(C_C))(C_C)) 3
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

38 >(!(C)(!(!(C)(C_C))(!(!(C)(C_C))(C_C)))) 2

39 >(!(C)(!(C_C)(!(!(C)(C_C))(C_C)))) 2

40 >(!(C)(!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C)(C_C)))) 2

41 >(!(!(C)(C_C))(!(!(C)(C_C))(C_C))) 2

42 >(!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C)(!(C)(C_C)))) 2

43 >(!!(!(C)(C_C))(!(!(C)(C_C))(C_C))) 2

44 >(!(C)(!(C)(!(C)(!(C)(!(C)(C_C)))))) 2
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

45 >(!(C_C)(!(C)(!(C_C)(C_C)))) 2

46 >(!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C)(C_C))) 2

47 >(!(!(C_C)(C_C))(!(C)(C_C))) 2

48 >(!!(C_C)(!(C)(!(C)(C_C)))) 2

49 >(!!(!(C)(!(C)(C_C)))(C_C)) 2

50 >(!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C_C)(!(!(C)(C_C))(C_C)))) 1

51 >(!(C)(!(!(C)(!(!(C)(C_C))(!(C)(C_C))))(C_C))) 1
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

52 >(!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C)(!(C)(!(C)(!(C)(C_C)))))) 1

53 >(!(C)(!(!(C)(!(C)(!(C_C)(C_C))))(C_C))) 1

54 >(!(C)(!(!(C_C)(C_C))(!(C)(!(C)(C_C))))) 1

55 >(!(C_C)(!(!(C)(!(C)(C_C)))(!(C)(C_C)))) 1

56 >(!!(!(C)(!(C_C)(C_C)))(!(C)(!(C)(C_C)))) 1

57 >(!(C)(!(C_C)(!(C)(!(C_C)(C_C))))) 1

58 >(!(C)(!(!(C)(!(C_C)(C_C)))(C_C))) 1
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

59 >(!(C_C)(!(C)(!(C_C)(!(C)(C_C))))) 1

60 >(!(C_C)(!(C_C)(!(C)(!(C)(C_C))))) 1

61 >(!(C_C)(!(C_C)(!(C_C)(C_C)))) 1

62 >(!(!(C)(C_C))(!(C)(!(C_C)(C_C)))) 1

63 >(!!(C_C)(!!(!(C)(!(C)(C_C)))(C_C))) 1

64 >(!!(!(C_C)(!(C)(C_C)))(!(C)(C_C))) 1

65 >(!(!(C)(C_C))(!(C)(!(C)(C_C)))) 1
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ID Representación compacta Reacciones Grafo

66 >(!(!(C)(!(C)(!(C)(C_C))))(C_C)) 1

67 >(!!(C_C)(!(!(C)(C_C))(C_C))) 1

68 >(!!(!(C_C)(!(C)(C_C)))(C_C)) 1

69 >(!!(C_C)(!(C_C)(C_C))) 1

70 >(!(C)(!!(C_C)(C_C))) 1

71 >(!!(C)(C_C)) 1
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A.2. Relación de CTSs con clases de ECs a ter-

cer dígito.

Los CTSs representan clases generales de reacciones. Por ende, cabe pre-
guntarse cómo encajan con clases de catálisis ya reportadas. Los ECs re-
presentan estas especies catalíticas como enzimas, con la ventaja de poder
agruparlas en clases por sus características. Esta �gura presenta los puntos
de enriquecimiento más signi�cativos para los CTSs respecto de clases de
ECs a tercer dígito. Se omiten los enriquecimientos con un valor p mayor o
igual a 0.05; al igual que en la sección 7.1, el color de la celda representa el
log(Odd− ratio), según la leyenda. Los valores se limitan a log(Odd− ratio)
de 3 a -3; los valores que van más allá se incluyen, pero su valor no se precisa
fuera de los límites.

La �gura se presenta en el archivo 2 a mayor tamaño para facilitar su
revisión.
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Glosario

árbol Topología en la cual a un nodo raíz se conectan varios nodos, y a
cada uno de éstos pueden conectarse otros tantos, y así sucesivamente.
Una clase notable es el árbol binario: a todos los nodos que reciben
conexiones se conectan únicamente dos nodos. Ver topología. 33, 36

anabolismo Parte del metabolismo que usa bloques simples y energía para
sintetizar macromoléculas. 1, 2, 23, 24

catabolismo Parte del metabolismo que degrada macromoléculas y com-
puestos energéticos para obtener energía y moléculas simples. 1, 2, 23

clustering Proporción de conexión de un nodo en un grafo respecto del
máximo teórico posible para ese grafo. Si un nodo A se conecta con
otros seis en un grafo de diez nodos, el clustering c de A se calcula por
cA = 6÷ 10 = 0.6. Ver grado, grafo. 10

conjunto En matemáticas, una colección de entes, que puede ser considera-
da un ente como tal. Los entes que conforman el conjunto, cuando se les
re�ere respecto del conjunto, son llamados elementos del conjunto. Por
ejemplo, un conjunto que contiene los elementos a, b y c se representa
como {a, b, c}. 27, 29

conjunto potencia El conjunto potencia P(A) de un conjunto A es el con-
junto de todos los conjuntos que es posible construir a partir de todos
los elementos de A, incluyendo al conjunto vacío y a A mismo. Ver
conjunto vacío, conjunto. 29

conjunto vacío El conjunto vacío ∅ es el conjunto que carece de elementos.
Por lo tanto, su cardinalidad es 0. Ver cardinalidad, conjunto. 27

grado Número de nodos a los cuales se conecta un nodo particular en un
grafo. Si un nodo A se conecta a otros seis, el grado k de A se expresa
como kA = 6. Ver grafo. 2, 3, 10, 12, 13, 27
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grafo Objeto matemático que permite ilustrar y modelar sistemas complejos
según las relaciones entre sus componentes, representados por símbolos
llamados nodos. Estas relaciones se representan a su vez como líneas
llamadas aristas que conectan únicamente pares de nodos. Formalmen-
te, un grafo es un par ordenado G = (N,A), donde N es el conjunto
de los nodos y A es un conjunto de pares ordenados de elementos de
N , que representa el conjunto de aristas. Ver par ordenado, conjunto.
9, 11, 12, 14, 16, 17, A-1

homeostasis Equilibrio entre un organismo y su entorno que permite la
supervivencia del organismo. Contrasta con el equilibrio termodinámico
en general en que no puede ser estático; el organismo necesita nutrientes
y condiciones externas (temperatura, pH) e internas (equilibrio hídrico
y de otras concentraciones, estabilidad de las macromoléculas) para
evitar la muerte el tiempo su�ciente para reproducirse. 1, 15, 17

jerárquica Topología en la cual de nodos antecesores surgen conexiones a
nodos subordinados, y de éstos a otros subordinados. Se distingue de
los árboles porque las conexiones no son sólo antecesor�subordinado;
los subordinados pueden conectarse entre sí, pero las aristas clave, ya
sea por número o dirección, dan a los antecesores. Ver topología. 10

NP�completo Tipo de problema matemático, clasi�cado según la di�cultad
de cálculo que implica resolverlo. Los problemas NP�completos son, al
momento de escribir este trabajo, lentos de resolver, porque aunque
veri�car una solución es rápido, calcular las soluciones mismas es lento.
16

NP�duro Tipo de problema matemático, clasi�cado según la di�cultad de
cálculo que implica resolverlo. Los problemas NP�duros no son, al mo-
mento de escribir este trabajo, rápidos o incluso posibles de resolver en
todos los casos [36]. 16

par ordenado Conjunto de dos elementos en el cual el orden tiene un
signi�cado. El ejemplo estándar es un punto en un plano euclidiano
con ejes, en el cual cada elemento designa posiciones respecto de los
ejes y el ordenamiento designa a qué eje corresponde cada elemento.
Formalmente, un par ordenado (u, v) es un conjunto de�nible como
(u, v) = {{u}, {u, v}}. Ver conjunto. 29
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producto Cartesiano Conjunto basado en dos conjuntos A y B y denotado
por A × B, cuyos elementos son todos los pares ordenados (a, b) tales
que a ∈ A y b ∈ B. Ver par ordenado, conjunto. 27�29

red Ver grafo. 2, 9�13, 18, 25�27

ruta metabólica Conjunto de reacciones, comúnmente catalizadas por en-
zimas, que median secuencialmente la transformación de un compuesto
a otro en el metabolismo. Las rutas estándar se representan como ca-
minos entre compuestos de importancia; un ejemplo son las rutas de
síntesis de aminoácidos. 1, 3, 6, 7, 13, 15�19, 47, 57

topología Acomodo de todos los nodos en un grafo. La topología de un
grafo puede verse en la representación grá�ca de éste, lo cual genera
formas diferentes que son útiles para diferenciar cada topología de las
demás. Ver grafo. 12, 13, 27, 36, 39, 54, 55
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Siglas

NH
4
Amonio. 1�3, 17, 23

PO
4
Ortofosfato. 1, 2, 23, 30

ADP Adenosina�5'�difosfato. 1�3, 7, 8, 23, 25, 30

ATP Adenosina�5'�trifosfato. 1�3, 7, 8, 12, 17, 22, 23, 25, 26, 30

CoA Coenzima A. 1, 2, 22, 23

CTS cluster of tree structures . 36, 39, 41�45, 49�58, A-12

EC Enzyme Comission Number . 4�7, 44, 45, 49�56, 58, A-12

ECP Elemento del producto Cartesiano. 27�33, 39

FAD Flavina�adenina dinucleótido. 22

FBA �ux balance analysis . 15, 16

FMN Flavina mononucleótido. 7

Gln Glutamina. 17, 23

Glu Ácido glutámico. 3, 17, 23

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes . 5�8, 14, 17, 28, 42, 47,
49, 58

NAD Nicotina�adenina dinucleótido. 1, 2, 22, 23, 30, 36, 52, 53

NADH Nicotina�adenina dinucleótido reducido. 1, 2, 23, 30

NADP NAD�fosfato. 1, 2, 36, 52, 53
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NADPH NAD�fosfato reducido. 1, 2

TCA ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 1, 3, 17

TS tree structure. 33, 34, 36, 37, 39, 41, 42, 45, 47, 58
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