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¿Qué es un análisis de 
enriquecimiento 
funcional y qué es un 
grafo?
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El contexto de los análisis bioinformáticos

¿Qué quisiéramos tener? ¿Qué tenemos en biología?
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¿Cómo se puede saber que funciones tiene 
una proteína?

Cruz et al., 2017

• Una gran proporción de 
proteínas estan pobremente 
caracterizadas 
experimentalmente

• Homología

• Similitud estructural
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¿Qué necesitamos para poder comprender 
la complejidad de funciones biológicas de 

una proteína?

¿Ideas?
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¿Qué es una función biológica?

• Mecanismo: qué partes contribuyen a un sistema
• Entidades y actividades

• ¿Qué es una entidad?: Proteína

• ¿Qué es una actividad?: Traducción

• Bajo la visión de un biólogo molecular:
• Actividades coordinadas que tienen la apariencia de haber sido diseñadas por

un propósito
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El proyecto gene ontology

• Lenguaje estructurado

• Base de datos 
estructurada

• http://geneontology.org/

Ashburner et al.,2000 8

http://geneontology.org/


http://geneontology.org/stats.html

• Cambian con el tiempo

• Existen métodos 
automáticos y curación 
manual

¿Qué sabemos de los términos de ontología 
(GO)?
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Gene ontology

a

• Tres aspectos son representados:
• Función molecular

• Proceso biológico

• Componente celular

• No son redundantes

• Estructura de vocabulario en form 
jerárquica
• Los nodos son términos

• Las aristas son las relaciones

Gaudet et al.,2017

¡La representación de una ontología de
genes es un grafo!
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Función de un GO

• Gen: Es una región contigua de ADN que codifica instrucciones para 
como la célula genera macromoléculas

• Macromolécula: Producto de un gen (Proteína o ARN no codificante)

• Un producto de un gen puede actuar como una máquina molecular 
para desarrollar una acción química (actividad)

• Los productos de genes de diferentes genes se pueden combinar en 
máquinas moleculares mas grandes (complejos)
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¡GO define el posible universo de funciones
de un gen particular!
• Función molecular: actividad o proceso a nivel molecular

• Componente celular: localización relativa en la célula

• Proceso biológico: procesos moleculares vinculados a un objetivo 
biológico
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¿Cómo funciona un algoritmo de 
enriquecimiento funcional?

• Hasta el año 2009 habían más de 68 
herramientas disponibles

• Capas:
• Datos de soporte
• Algoritmo de minería de datos incluido

estadística

• Presentación de datos

13Huang et al., 2009
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¿Qué hace el análisis de enriquecimiento 
funcional? (I)

• Distribución hipergeométrica

• N es el número de genes en la distribución background (genes 
anotados en el genoma)

• M es el número de genes dentro de la distribución que están 
anotados

• n es el tamaño de la lista de genes de interés

• k es el número de genes de la lista que están anotados
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De cada 20 piezas fabricadas por una máquina, hay 2 que son  
calidad, se observan 15defectuosas. Para realizar un control de

elementos y se rechaza el lote si hay alguna que sea defectuosa. Vamos 
a calcular la probabilidad de que el lote sea rechazado

https://bit.ly/3F1hCn7 1616



¿Qué hace el análisis de enriquecimiento 
funcional? (II) (Test exacto de Fisher)
• Basado en distribución 

hipergeométrica
• Posibles muestras

• Formas en que A esta en una muestra de
tamaño c1

• Formas en que no esta A esta en una muestra
de tamaño N- c1=c2

• Formas en que elegir a de As y b que no esta
en As

(Hoffman., 2019) 17



(Hoffman., 2019) 18



https://bit.ly/3mYCgOl;https://bit.ly/3o7AfyU 19

¿Qué hace el análisis de enriquecimiento 
funcional? (III) Corrección de hipótesis múltiples

• Hay que reducir el riesgo de errores
de omisión y comisión

• Problema de la propagación de
genes (Una función compartida
entre genes)



Bonferroni y False 
Discovery Rate

1. Bonferroni=𝛼/𝑘 (punto critico)

2. FDR:

• Ordenar de la forma:

• 𝑝1≤ 𝑝2≤ ⋯ ≤ 𝑝𝑘
• Comenzando con el 𝑝𝑖mas alto,

𝑖
buscar 𝑝𝑖 ≤ ∗ 𝛼 (punto critico)

𝑘

• Bonferroni es muy conservador

pi
BONFERRONI FDR

alpha P VALUE< VALOR CRITICO i pi
<=i/k*alpha

FDR P VALUE< VALOR
CRITICO

0.05 0.0001 VERDADERO 1 VERDADERO 0.00333333 VERDADERO

alpha/k 0.001 VERDADERO 2 VERDADERO 0.00666667 VERDADERO

0.00333333 0.0062 FALSO 3 VERDADERO 0.01 VERDADERO

k 0.0101 FALSO 4 VERDADERO 0.01333333 VERDADERO

15 0.0214 FALSO 5 FALSO 0.01666667 VERDADERO

0.0227 FALSO 6 FALSO 0.02 VERDADERO

0.0273 FALSO 7 FALSO 0.02333333 VERDADERO

0.0292 FALSO 8 FALSO 0.02666667 VERDADERO

0.0311 FALSO 9 FALSO 0.03 VERDADERO

0.0323 FALSO 10 VERDADERO 0.03333333 VERDADERO

0.0441 FALSO 11 FALSO 0.03666667 FALSO

0.049 FALSO 12 FALSO 0.04 FALSO

0.0573 FALSO 13 FALSO 0.04333333 FALSO

0.1262 FALSO 14 FALSO 0.04666667 FALSO

0.5794 FALSO 15 FALSO 0.05 FALSO

2/15 10/15

Narum.,2006 2020



Trampas en el 
análisis de 

enriquecimiento  
funcional
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¡Los GO evolucionan!

• ¡ Los GO terms cambian en el tiempo!

• Nodos rojos oscuros: existen en 2012 y 2016 pero 
solo seleccionados por GO2

• Nodos rojos claros: obsoletos en 2016

• Nodos azules oscuros: existen en 2012 y 2016
pero solos seleccionados por GO1

• Nodos azules claros: Nuevos nodos creados

Cheng et al.,2021 2222



Las trampas:

• Paradoja de Simpson: Análisis de datos agregados puede llevar a 
diferentes conclusiones

• Los datos de GO pueden estar incompletos

• Resultados contradictorios

• Diferencias entre especie (Ejemplo, zebrafish tiene más datos 
relacionados a desarrollo)

• Sesgo del anotador

• Desbalance de anotaciones positivas y negativas

• Conversión entre identificadores de genes o proteínas

23
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¿Qué es un grafo?

• Una red es un catálogo de:
• Componentes de un sistema (nodos)

• Interacciones directas (aristas)

• Número de nodos (N): número de componentes
(tamaño) i=1,2,…,N

• Número de vínculos (L): número total de interacciones 
entre nodos

Barabasi, 2016 2525



Tipos de grafos

Barabasi et al., 2004; https://bit.ly/3Hbcf6z 2626



Algunos ejemplos de 
herramientas para 
enriquecimiento 

funcional
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Herramientas más usadas

• Programas:
• BinGO

• DAVID

• g:Profiler

• AmiGO

• Paquetes de R:
• topGO

• clusterprofiler

• gprofiler2

https://www.nature.com/articles/517109a.pdf 2828
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Recursos para explorar

•https://yulab-smu.top/biomedical-knowledge-mining-book/index.html

•https://gohandbook.org/doku.php

•https://apps.cytoscape.org/apps/bingo

•http://bioinformatics.sdstate.edu/go/

•http://amigo.geneontology.org/amigo

•http://geneontology.org/

•https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/

•http://revigo.irb.hr/
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BiNGO

3030



AmiGO

http://amigo.geneontology.org/amigo 3131

http://amigo.geneontology.org/amigo


g:Profiler

https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost 
https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/page/r

3232
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Realización de un análisis 
de enriquecimiento 
funcional usando una lista 
de genes

33



El dataset que vamos a usar

• 5494 genes de H. sapiens en diez 
categorías:

• Inestabilidad genómica (167 genes)

• Dos ejercicios: BinGO y ShinnyGO

Hanahan & Weinberg, 2011 3434



BinGO

• 1. Descargar el archivo disponible en 
https://raw.githubusercontent.com/ccso 
sa/R_Examples/master/GIM.csv

• 2. Abra Cytoscape y el busque el plugin 
BinGO en el menú Apps

35
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• Nombre del análisis
• Espacio para incluir los ids de los genes
• Selección de evaluación a ser realizada
• Prueba estadística a ser usada
• Selección del método de corrección de

hipótesis múltiples
• Elección del alfa
• Selección de los GO a ser visualizados en un

grafo
• Selección de la referencia a usar
• Información a ser obtenida
• Selección del organismo a ser analizado
• Espacio para guardar el archivo localmente
• Botón para correr el análisis
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¿Qué es cada cosa en un análisis de 
enriquecimiento funcional?
Id, descripción, p valores, FDR
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Resultado visual
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ShinnyGO http://bioinformatics.sdstate.edu/go/

39
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Fold enrichment:
% 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑡𝑎 𝑒𝑛 𝑢𝑛𝑎 𝑟𝑢𝑡𝑎

% 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑
(como los genes son sobrerepresentados)
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Análisis de 
enriquecimiento  

funcional en R
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Recomendaciones

• Instale las librerías antes de realizar los ejercicios

• Corra el código línea a línea

• Intente no cambiar el código, hágalo solo si es necesario

• Algunos ejercicios pueden tomar algo de tiempo, por favor sea 
paciente

• Para futuros trabajos no guarde los resultados en su escritorio

4242



Paquete gProfiler2

Tareas

• Cargar librerías

• Cargar un archivo CSV

• Correr un análisis de 
enriquecimiento similar al de 
BiNGO, solo con procesos 
biológicos

Código

https://f1000research.com/articles/9-709 43

https://f1000research.com/articles/9-709


• Graficar en un Manhattan plot
no interactivo

• Graficar en un Manhattan plot 
no interactivo el top diez de GO 
obtenidos

44



View(x_s$result)
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El resultado: ¿Qué se puede inferir del 
gráfico?
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Paquete topGO

Tareas

• Cargar librerías

• Cargar un archivo CSV

• Descargar los términos GO 
asociados a la lista de genes 
usando ENSEMBL

Código
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Tarea

• Obtener el formato necesario de 
la lista de genes para usarse en 
topGO y remover genes sin 
anotaciones

• Obtener el objeto a ser usado en 
el análisis

Código
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Tarea
• Correr pruebas de hipótesis y otros

algoritmos

• Guardar los resultados de los análisis en 
una única tabla y solo conservar el top 
diez

• Obtener los valores de las pruebas de 
hipótesis

• Graficar el grafo con los tres resultados
más significantes usando el método elim

Código
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View(allRes)

50
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Paquete GOSummaries

Tareas

• Listar los genes candidatos

• Usar g:Profiler para realizar el 
análisis de enriquecimiento

• Graficar

Código
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View(gs[[1]]$WCD$wcd1)
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Análisis de enriquecimiento 
funcional por categorías y 

entre dos especies usando R
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Paquete gProfiler2

Tareas

• Cargar librerías

• Cargar un archivo CSV

• Convirtiendo cada columna en 
una lista de genes

Código

https://f1000research.com/articles/9-709 55
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Tarea

• Correr el análisis de 
enriquecimiento funcional para 
cada una de las listas de genes

• Guardar el resultado en un objeto

• Obtendremos el número de 
términos enriquecidos por lista de 
genes

Código
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Tarea

• Esta vez haremos el gráfico 
interactivo

• Obtener el top tres de GO 
enriquecidos por categoría

• Obtener la tabla de frecuencia 
para la grafica

Código
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Vamos a graficar el top tres de GO 
enriquecidos

Código
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Top tres de términos GO 
por cancer hallmark
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clusterProfiler
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Tarea

• Cambiar ids de HUGO a ENTREZ

• Correr enriquecimiento

• Obtener resultados de 
enriquecimiento

• Graficar en un dotplot

Código
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CNETPLOT

• Graficar una red de 
interacciones
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Visualización de gprofiler en clusterprofiler

Tarea

• Obtener los resultados de gProfiler

• Calcular proporción de GO 
enriquecidos y alistar para ver los 
resultados de gprofiler en 
clusterprofiler

• Convertir de formato gprofiler a 
clusterprofiler

Código
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Visualización de gprofiler en clusterprofiler
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Visualización de gprofiler en clusterprofiler
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GOSummaries

Tarea

• Ajustar el formato de genes a 
GOSummaries

• Correr el análisis via g:Profiler y 
graficar

Código
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GOCompare
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Función Foco Descripción

mostFrequentGOs Una especie
procesos biológicos más
frecuentes por categoría

graphGOspecies Una especie
Conversión una lista procesos  
biológicos y categorías a grafos

compareGOspecies Dos especies

Comparación de dos listas de
procesos biológicos y categorías
usando PCoA y distancias de
Jaccard

evaluateGO_species Dos especies

Evaluación de la importancia de
un proceso biológico para n
categorías usando pruebas Chi
cuadrado

graph_two_Gospecies Dos especies

Conversión una lista procesos
biológicos y categorías en dos
especies a grafos

Lista de funciones actuales implementadas
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Las ideas detrás

• El enriquecimiento funcional se usa para identificar posibles funciones 
asociadas a una lista de genes especificada.

• Los posibles procesos biológicos asociados se representan como 
términos de ontología de genes (GO terms).

• No hay una manera sencilla de comparar GO terms entre especies y 
categorías.

• Los GO terms se pueden representar como grafos no dirigidos tambien.

• Se pueden otorgar pesos para cada nodo de acuerdo a cuantos GO
terms están compartidos entre categorías de listas de genes.
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Paquete GOCompare

Tareas
• Cargar los datos a ser usados

H. Sapiens y A. thaliana

• Definir la columna que tiene la info de 
los GO enriquecidos

• Nombrar las especies

• Comparar GO enriquecidos entre 
especies usando estadística 
multivariada

Código
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¿Qué GO enriquecidos son más importantes
para una sola especie?

Tareas

• Comparar GO enriquecidos 
entre categoríVaisewp(xa_grraapuh$nnaodseso) la 
especie y extraer importancia

Resultado

1,257 nodos y 433,285 aristas
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¿Qué GO enriquecidos son más importantes
entre dos especies?

Tareas

• Comparar GO enriquecidos 
entre categorías para una sola 
especie y extraer importancia

Resultado

1,948 nodos y 456,674 aristas
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Un caso de la vida real:
¿Se puede usar A. thaliana para estudiar cáncer? 76



• Activating Invasion Motility (AIM)

• Deregulating Cellular Energetics (DCE)

• Resisting Cell Death (RCD)

• Sustaining Proliferative Signaling (SPS)
Mayor cercanía a A. thaliana

Caso de estudio: Comparación de genes asociados a cáncer y sus ortólogos en
A. thaliana
• 5494 genes de H. sapiens

• 2223 genes ortólogos en A.  
thaliana

• ¡Muchos GO terms únicos!

• Alta incidencia de procesos 
biológicos asociados a 
respuesta al estrés y ciclo 
celular

• Cuatro CH priorizados:
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Comparación de procesos biológicos entre  
categorías para humano

• Nodos: 2001 procesos biológicos

• Aristas:888508 interacciones

• Alta incidencia de procesos 
biológicos asociados a respuesta a 
estrés y ciclo celular

Categorías compartidas por
BP
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Comparación de categorías como nodos

• Nodos:10 categorías

• Aristas: 52 interacciones entre 
categorías

• Hay un gran numero de procesos 
biológicos compartidos entre 
categorías, en especial para TPI, 
IA,RCD y AIM
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Comparación de procesos biológicos entre especies

• Nodos:2863 procesos 
biológicos

• Aristas: 870003 interacciones 
entre categorías

• Los pesos se calculan para 
cada subgrafo (es decir por 
especie y si se comparten)

• Alta incidencia de procesos 
biológicos asociados a respuesta 
a estrés y regulación metabólica
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El mensaje a llevar a casa

•El análisis de enriquecimiento funcional es un recurso
vital en la bioinformática moderna pero debe usarse con 
cuidado
•Aunque los análisis son relativamente fáciles de realizar,
se requiere un conocimiento previo de los genes para no 
caer en trampas

•R es bastante útil a la hora de realizar análisis 
bioinformáticos
•Se presenta a consideración una nueva metodología que
puede ser interesante para el campo de la genómica 
comparativa
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