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Resumen

Los miRNAs son una clase abundante de diminutas moléculas que regulan
la expresion de genes codificantes de proteinas en plantas y animales. En
el presente trabajo se realiz el estudio y codificacion de las caracteristicas
mas utilizados para la clasificacién de secuencias de miRNA. Se encontraron
en total 83 caracteristicas en trabajos cientificos de los ultimos 12 anos, de
las cuales se seleccionaron 73 para incluir sus procesos de extracciéon en una
biblioteca de funciones de Matlab®). De éstas, 67 procesos de extraccion
fueron codificados internamente y para el resto se creé una interfaz con soft-
ware externo que realiza estos procesos. Ademas, se desarrollé una interfaz
grafica de usuario que permite acceder a las funciones de la biblioteca, atin
sin tener conocimientos de programacién. Esta interfaz ademads provee las
siguientes funcionalidades: el procesado por lotes, el manejo de archivos de
configuracion, la carga de secuencias desde archivos en formato estandar en
bioinformatica, la escritura de resultados en formato de texto separado por
comas y la presentacion de informes con los resultados.

Se seleccionaron secuencias de miRNA reales y se analizaron con dis-
tintos programas de otros autores, para luego comparar los resultados con
los obtenidos por la biblioteca y de esta forma comprobar su correcto fun-
cionamiento. Para otros algoritmos de extracciéon més simples se analizaron
las secuencias manualmente y se calcularon los resultados esperados para
luego compararlos con los obtenidos por la biblioteca. Se realizaron tam-
bién pruebas de desempeno a las funciones de extraccién de caracteristicas,
obteniendo tiempos en el orden de los milisegundos para la mayoria de las
funciones. Las funciones que requerian mas de un segundo en analizar una
secuencia fueron paralelizadas, disminuyendo los tiempos con una eficiencia
del 85 % en promedio.
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Capitulo 1

Introduccion

Después de una breve introduccién al tema, en este capitulo se presenta la
motivacion que impulso la realizacion del Proyecto Final de Carrera, cudles
son los objetivos perseguidos y cudl es su alcance.

1.1. Motivacion

En los dltimos anos, la biologia molecular demostré un importante avance
en distintas areas de la investigacion. Esta disciplina cientifica estudia la es-
tructura, funcién y composicion de las moléculas biol6gicamente importantes
y se relaciona fuertemente con otras areas como la genética y la bioquimica.
En la actualidad se invierte un gran esfuerzo en estudiar las interacciones en-
tre los numerosos sistemas de las células, incluyendo las interacciones entre
los diferentes tipos de &acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico
(RNA) y los procesos de sintesis de proteinas, y también como estas inter-
acciones son reguladas. Estos conocimientos son utilizados para crear nuevas
drogas, diagnosticar enfermedades, mejorar genéticamente animales y plan-
tas, entre otras aplicaciones [2, 33].

Los avances en este campo permiten la generacion de una gran canti-
dad de informacién que requiere el uso de herramientas de calculo altamente
especializadas para el andlisis. En este contexto, la bioinformatica ha toma-
do un papel muy importante ya que aporta herramientas que posibilitan
la explotaciéon de estos datos. Esta se ocupa de “la investigacion, desarrol-
lo o aplicacién de herramientas computacionales y aproximaciones para la
expansion del uso de datos biolégicos, médicos, conductuales o de salud,
incluyendo aquellas herramientas que sirvan para adquirir, almacenar, orga-
nizar, analizar o visualizar tales datos”[23].

El andlisis de datos bioldgicos con estructura secuencial ha sido de gran
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relevancia para el desarrollo de la bioinformatica en las tultimas décadas
[26, 8]. Entre las diversas secuencias de este drea se pueden citar especial-
mente las de nucleétidos y las de aminodacidos, que han dado lugar a im-
portantes desarrollos en modelado estadistico e informatica en general. En
particular, el RNA es una secuencia que se desempena como intermediaria
entre el DNA y la sintesis de proteinas, permitiendo que en definitiva se exp-
rese la informacion contenida en los genes de un organismo. Recientemente se
ha descubierto un nuevo tipo de pequenas moléculas de RNA, denominadas
microRNA o miRNA, que regulan la expresién de los genes y se encuentran
presentes tanto en animales como en plantas. Su importancia en procesos
biolégicos clave ha sido ampliamente documentada [27, 1], como en los casos
del desarrollo y diferenciacién de las células y en el metabolismo. Estudios
recientes demuestran que los miRNAs estarian implicados, por ejemplo, en
la evolucién del céncer (sea como inhibidores o promotores de este) [9] y en
procesos de infeccién viral [18].

En este contexto, se ha potenciado ultimamente el surgimiento de técnicas
computacionales para la clasificacion de miRNAs directamente a partir de las
caracteristicas de la secuencia de RNA. Estas técnicas se pueden clasificar en
tres grandes categorias: 1) enfoques experimentales dirigidos por datos, medi-
ante secuenciado y clonacion directa; ii) métodos comparativos basados en la
conservacion ya sea de la secuencia o de la estructura entre distintas especies;
y iii) métodos basados en aprendizaje de méquina, a partir de caracteristicas
inherentes a la secuencia y la estructura secundaria de las moléculas de miR-
NA, intentando encontrar nuevos miRNAs que sean de algtin modo parecidos
a aquellos que ya se conocen [20]. Los primeros métodos basados en apren-
dizaje de maquina han usado representaciones simples de tipo “bag of words”
para extraer las caracteristicas estructurales principales de los miRNA cono-
cidos y generar artificialmente ejemplos negativos [37]. Con estos conjuntos
se entrena luego un clasificador binario para la identificacion de secuencias
candidatas a miRNA, usando en la gran mayoria de los casos maquinas de
vectores de soporte (SVM) [20, 15].

En la actualidad existe una gran variedad de caracteristicas que se pueden
extraer de la secuencia de RNA o de su estructura secundaria: la estruc-
tura tipo tallo-lazo, la frecuencia de aparicién de los nucledtidos, el niimero
de bases apareadas en el plegado, la energia minima libre de plegado y la
frecuencia de tripletas son algunas de éstas [37, 15]. La gran cantidad de
caracteristicas propuestas en la bibliografia y la diversidad de herramientas
para extraerlas son un problema que dificulta su aplicacién. Estas tltimas a
veces son de dificil acceso y su utilizacion requiere pasar por un proceso de
aprendizaje. Otras veces es necesario codificar los procesos de extraccion, lo
que requiere conocimientos de programacion y la duplicacién de trabajo ya
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realizado por otros autores.

En este contexto se planted el presente proyecto final de carrera para
crear una interfaz unificada de acceso a todos estos procesos de extraccién
de caracteristicas. Esta interfaz consiste en una biblioteca que implementa
algunos de estos procesos de extraccion internamente y que hace llamadas
a herramientas externas para brindar funciones cuya implementacion no fue
factible en el contexto de este trabajo. También se propuso desarrollar una
interfaz grafica de usuario que permita acceder a las funcionalidades de la
biblioteca. Esta posibilitaria que la biblioteca pueda ser aprovechada por
usuarios que no tienen conocimientos de programacion. Este es el caso de
muchos bidlogos y profesionales de la salud que pueden estar interesados en
las funciones que la biblioteca brinda. La interfaz grafica ademas permite
la lectura y escritura de datos en formatos de archivo compatibles a los
usados en la actualidad en el campo de la bioinformatica y brinda al usuario
informes de los resultados que permiten realizar un analisis de los vectores
de caracteristicas, previo a la etapa de clasificacién automatica.

Se considera que el desarrollo de esta biblioteca y la interfaz de usuario
que facilita su utilizacién es un paso fundamental y necesario para el pos-
terior desarrollo de mejores métodos de clasificacién de secuencias de RNA.
Estas facilitarfan el estudio de la utilidad y la relevancia de las caracteristi-
cas utilizadas, ademas de permitir la experimentacién con distintos tipos de
clasificadores y algoritmos de entrenamiento. El proyecto se llevo a cabo en
el Centro de Investigacion en Senales, Sistemas e Inteligencia Computacional
(smc(i)) y, siendo esta problemdtica una de las lineas de investigacién en
las que trabaja este centro, se considera que este proyecto puede colaborar
con el trabajo que se esta realizando. Por otro lado, realizar este proyecto
fue una buena oportunidad para que el autor inicie los estudios en el tema.

1.2. Objetivos

1.2.1. Generales

» Desarrollar una biblioteca de extraccion de caracteristicas de secuencias
bioldgicas.

= Desarrollar una interfaz grafica de usuario que facilite el uso de la bib-
lioteca.
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1.2.2. Especificos

» Realizar un estudio sobre las caracteristicas que se utilizan con mayor
frecuencia en el estado del arte para la clasificacién de secuencias de
microRNA.

= Disenar la biblioteca y codificar los algoritmos de extraccién de carac-
teristicas y las llamadas a funciones externas que seran parte de esta.

= Realizar pruebas de desempeno de la biblioteca para tener datos sobre
el costo computacional de la extraccion de cada caracteristica.

= Codificar funciones secundarias de la biblioteca, tales como las nece-
sarias para guardar y abrir secuencias RNA de archivos y las que per-
mitan el procesado por lotes de los datos.

= Desarrollar los distintos modulos de la interfaz grafica: uno de acceso
a las funcionalidades de la biblioteca, otro de presentacion de informes
sobre los vectores de caracteristicas extraidas.

1.2.3. Alcance

Se hizo uso de software libre en los casos en que el proceso de extraccién
de alguna caracteristica era demasiado complejo de codificar. En los casos
donde no se encontro software que implemente esa funcion, se dejo fuera de
la biblioteca la caracteristica. Sélo se implementé la funcién de guardar y
abrir en formatos de archivos libres y de amplia utilizacion en el campo del
aprendizaje de maquina y mas puntualmente de la problemética tratada.

1.3. Estructura

Capitulo 2: En el capitulo 2 se pretende dar al lector el marco tedrico
necesario para poder comprender el desarrollo del proyecto. En primer lugar
se hace una breve introduccién a las cuestiones bioldgicas: la estructura y
funcionamiento de los acidos nucleicos, el microRNA y sus particularidades.
Por 1ltimo se hace un repaso del estado del arte en cuanto a la identificacién
de estas moléculas, haciendo hincapié en las caracteristicas que se utilizan.

Capitulo 3: En el tercer capitulo se presenta la biblioteca desarrollada
y la interfaz gréfica de usuario. En primer lugar se explican cuéles fueron las
tecnologias utilizadas en el desarrollo: el lenguaje de programacion, bibliote-
cas, software externo utilizado para realizar calculos complejos, etc. Luego se
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describe la estructura de la biblioteca y su utilizacién. Por ultimo se presenta
la interfaz grafica desarrollada y su funcionamiento.

Capitulo 4: En este capitulo se describe la metodologia de las pruebas
realizadas a las funciones de extraccion de caracteristicas de la biblioteca y
sus resultados. Ademas se presenta un resumen de los cambios y correcciones
realizadas durante este proceso.

Capitulo 5: En este capitulo se detallan los objetivos cumplidos y los
trabajos futuros.
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Capitulo 2

Marco teorico

El presente capitulo pretende dar al lector el marco tedrico necesario para
poder comprender el desarrollo del proyecto. En primer lugar se hara una
breve introduccion a las cuestiones biolégicas: la estructura y funcionamien-
to de los dcidos nucleicos, el microRNA y sus particularidades. Por ltimo
se hard un repaso del estado del arte en cuanto a la clasificacion de estas
moléculas, haciendo hincapié en las caracteristicas que se utilizan.

2.1. DNA, RNA y microRNA

El acido desoxirribonucleico, abreviado como DNA por su nombre en in-
gles, es una molécula que codifica instrucciones genéticas utilizadas en el
desarrollo y funcionamiento de todos los seres vivos conocidos y de algunos
virus. La mayoria de las moléculas de DNA son bicatenarias, es decir, se
forman por dos largas cadenas compuestas por elementos més simples conec-
tados entre si llamados nucleétidos. Cada nucledtido, a su vez, esta formado
por un azucar (la desoxirribosa), un grupo fosfato que actiia como enganche
entre cada nucledtido con el siguiente y una base nitrogenada que puede ser
adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G). Como lo que distingue
a un nucleétido de otro es la base nitrogenada, la secuencia del DNA se
especifica nombrando soélo la secuencia de sus bases.

Cada base tiene una complementaria con la que se atrae y pueden formar
enlaces (A con T y C con G), que son los que mantienen unidas las dos
hebras de la cadena de DNA. Las dos hebras estan unidas entre si por unas
conexiones llamadas puentes de hidrogeno. La disposicion secuencial de estas
cuatro bases a lo largo de la cadena es la que codifica la informacién genética.

Para que la informacion que contiene el DNA pueda ser expresada, debe
copiarse en primer lugar en unas secuencias méas cortas llamados RNA. Estas
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Figura 2.1: proceso de formacion de una molécula de microRNA

estan compuestas por nucledtidos como el DNA, con la tnica diferencia que
la base timina se convierte en uracilo (U) y la desoxirribosa (el azicar) en
ribosa. Esta nueva base se atrae con la adenina tal como lo hacia la timina, y
ademads se atrae con menor fuerza con la guanina, logrando establecer enlaces
en algunos casos. Este proceso de copiado de DNA a RNA se denomina
transcripcion.

Una vez procesadas en el ntcleo celular, las moléculas de RNA pueden
salir al citoplasma para su utilizacién posterior. La informacién genética se
halla codificada en las secuencias de nucledtidos y especifica la secuencia de
los aminodcidos que deben tener las proteinas que se sintetizaran [6].

Los microRNA (abreviado como miRNA) son moléculas de RNA mono-
catenario de una longitud de 21 a 25 nucledtidos, transcritas a partir de DNA
pero que no son traducidas a proteinas sino que su tarea es regular la ex-
presién génica mediante diversos procesos. Estas moléculas fueron descritas
inicialmente por [19], aunque el término “microRNA” aparecié més tarde.

Se ha demostrado que los miRNA participan en muchos procesos biol6gi-
cos importantes, como en la formaciéon de 6rganos, la hematopoyesis o la
apoptosis. Por ejemplo el miR-122, que se expresa especificamente en el higa-



C. Yones & D. H. Milone; "(Undergraduate project) Desarrollo de una biblioteca de extraccion de caracteristicas de datos biologicos secuenciales.”

sinc(i) Research Ingtitute for Signals, Systems and Computational Intelligence (fich.unl.edu.ar/sinc)
Facultad de Ingenieriay Ciencias Hidricas - Universidad Nacional del Litoral., 2014.

CAPITULO 2. MARCO TEORICO 8

do, es necesario para que el virus de la hepatitis C se exprese de manera efi-
ciente [17]. Algunos recuentos en humanos identificaban hasta 800 miRNA,
lo que implicaria que estas moléculas podrian representar como minimo el
3% de todos los genes humanos [3].

La secuencia de DNA que codifica para un gen de miRNA tiene una lon-
gitud que supera al tamano final del propio miRNA (60 a 70 nucledtidos) e
incluye la regién del miRNA y una regién complementaria que permite su
apareamiento. Esto genera que durante la transcripcion de esta secuencia de
DNA se formen regiones que se pliegan formando una horquilla y generan un
RNA bicatenario primario de mayor longitud, conocido como estructura se-
cundaria o pri-miRNA. Posteriormente, una enzima nuclear llamada drosha
corta las bases de la horquilla, formando lo que se denomina miRNA pre-
cursor o pre-miRNA (ver Figura 2.1). Este es transportado desde el nticleo
al citoplasma por la exportina 5. Una vez que el pre-miRNA esta en el cito-
plasma es fragmentado por la enzima dicer, que lo corta hasta la longitud de
21-23 nucleétidos (nt). Finalmente se separan los brazos de la molécula, uno
de ellos se disuelve y el otro se convierte en una molécula de miRNA.

El precursor de un miRNA tiene una estructura que se puede dividir en
dos regiones: la region del tallo y la region del bucle terminal, o simplemente
bucle. En la Figura 2.2a se puede ver un ejemplo de estructura secundaria
con sus distintas partes. Ademas, en esta imagen se puede ver un bulto que
aparece cuando algunos nucledtidos de un brazo no se emparejan y dos bucles
que aparece cuando los nucledtidos de ambos brazos no se emparejan. Si la
cantidad de nucleétidos no emparejados es igual, el bucle es simétrico, de
otra forma es asimétrico. En la Figura 2.2b se muestra un ejemplo real: el
pri-miRNA hsa-mir-34a. Las letras en ambas figuras indican el tipo de base
que forma cada nucleétido.

Debido a las dificultades que conlleva detectar miRNAs del genoma uti-
lizando técnicas experimentales, los métodos computacionales juegan un rol
muy importante en la clasificacion de miRNAs [21]. Recientemente muchos
métodos basados en aprendizaje de maquina fueron presentados para distin-
guir pre-miRNA real de otras secuencias que forman estructuras secundarias
tipo horquilla, pero que no contienen miRNA. Estos métodos extraen dis-
tintos tipos de caracteristicas, tanto de la secuencia primaria como de la
estructura secundaria, para luego realizar la clasificacién automatica.

La aparicion de una secuencia en distintas especies de animales o plantas
es un buen indicador de la presencia de miRNA. Es muy comin que se
tomen grupos de secuencias, se alineen para encontrar la posicién donde
se maximicen las coincidencias y se analicen en conjunto. En el capitulo
siguiente se analizaran todas estas cuestiones con mas detalle.



C. Yones & D. H. Milone; "(Undergraduate project) Desarrollo de una biblioteca de extraccion de caracteristicas de datos biologicos secuenciales.”

sinc(i) Research Ingtitute for Signals, Systems and Computational Intelligence (fich.unl.edu.ar/sinc)
Facultad de Ingenieriay Ciencias Hidricas - Universidad Nacional del Litoral., 2014.

CAPITULO 2. MARCO TEORICO 9

@
c
Q
)
5
=
]
S
o
@,
3
o
ES
<]

Region del tallo

| &
( &
\Regién del bucle terminal

(a)

Figura 2.2: estructuras secundarias tipo tallo horquilla; (a) ejemplo con re-
giones delimitadas; (b) miRNA hsa-mir-34a (humano)

J\

2.2. Extraccion de caracteristicas

A continuacién se presenta una lista detallada de caracteristicas utilizadas
en trabajos cientificos en los ultimos 10 anos. Todos los procesos de extrac-
ci6én de las caracteristicas que se listan fueron codificados en la biblioteca (o
las llamadas al software externo que lo realiza). En el Anexo A se listan otras
caracteristicas encontradas en la bibliografia que no se han implementado por
estar fuera del alcance de este trabajo final de carrera debido a su compleji-
dad. Para la organizacién del documento, las caracteristicas se separaron en
distintos grupos segun el tipo de informacién que extraen de la secuencia.

2.2.1. Meétodos basados en el analisis de la estructura

Los miRNA son procesados a partir de un precursor que tiene una estruc-
tura secundaria tipo tallo-horquilla que presenta ciertas particularidades. Por
este motivo muchos métodos existentes utilizan las caracteristicas de esta es-
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tructura para identificar a los miRNA. Existen varios algoritmos que simulan
el proceso de plegado: minima energia libre [41], funcién de particién [22] y el
algoritmo de plegado sub6ptimo [35], todos basados en programacién dindmi-
ca.

Para extraer las caracteristicas de este grupo se ha simulado el plegado
mediante un software externo! y se cuenta con la estructura secundaria. Esta
se representa utilizando cadenas formadas por los simbolos ‘(’, ©)’ v ‘.”. En
estas cadenas, los ‘.” significan que un nucleétido no esta emparejado y un
par de paréntesis representan dos nucleétidos emparejados.

También existe otra sintaxis alternativa llamada sintaxis de Huang, prop-
uesta en [15] que se utiliza en la extraccién de varias caracteristicas. En esta
sintaxis se traduce la notacién de paréntesis a una que utiliza los simbolos:
‘=" (emparejado), ‘" (no emparejado), ‘.’(insertado), ‘-’(eliminado) y **’(bu-
cle) para marcar los estados de cada nucledtido en la estructura secundaria
predicha. Por ejemplo, ante un tallo perfecto sélo tendremos simbolos ‘=,
si aparece un bulto tendremos °.” del lado del bulto y ‘-’ en el otro brazo.
En el caso de bucles internos simétricos tendremos ‘:’ por cada par de bases
no emparejadas. Si los bucles son asimétricos del lado que haya mas bases
sin emparejar se completa con *.” y el otro brazo con ‘*’. Al finalizar, ambos
brazos deben tener la misma cantidad de simbolos.

A continuacion se presenta la lista de caracteristicas basadas en el analisis
de la secuencia primaria y su estructura secundaria. Junto al nombre de cada
caracteristica se coloca entre paréntesis el simbolo o nombre abreviado con
el que se lo encuentra en la bibliografia.

» Proporcién de nucleétidos (A %, C %, G %, U %): porcentaje de
cada nucledtido en la secuencia con respecto a la cantidad total. Esta
caracteristica ha sido propuesta en [29)].

» Proporcién de dinucleétidos (AA %, AU %, ..., GG %): expresa
el porcentaje de dinucleétidos de cada tipo en el tallo con respecto a la
cantidad total. Un dinucleétido es simplemente un par de nucle6tidos
que forman una subcadena de la cadena que se esta procesando. Existen

16 posibles combinaciones, dado los 4 tipos de bases. Esta caracteristica
ha sido utilizada en [28] y [36].

» Contenido de G+C (G + Ceontent): expresa el porcentaje de guanina
mas citosina presente en la secuencia. Se calcula como

G+C
G+C+A+U

Vienna RNA (http://www.tbi.univie.ac.at/RNA/)

G+ Ccontent =
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donde cada letra representa la cantidad de cada base contenida en la
secuencia. Esta caracteristica ha sido utilizada en [13], [28], [11] y [36].

» Proporcién de G+C (G + C,a10): expresa la proporcién de guanina
y citosina en comparacion con la de adenina y uracilo. Se calcula como

A+U

G + Cratio = 0+ C

donde cada letra representa la cantidad de cada base contenida en la
secuencia. Esta caracteristica ha sido propuesta en [16].

» Longitud de la estructura secundaria (1): cantidad de nucledti-
dos en la estructura secundaria predicha. Esta caracteristica ha sido
propuesta en [11].

» Longitud del tallo (/5): cantidad de nucledtidos en la regién del tallo
de una estructura secundaria. Esta caracteristica ha sido utilizada en
[13], [31] v [11].

» Promedio de pares base por tallo (Avg BP_Stem): cantidad
promedio de nucleétidos por tallo (no confundir con la regién del tallo).
Los tallos son regiones de una longitud minima de 3 pares base donde
todos los nucledtidos contiguos estan emparejados. Esta caracteristica
ha sido utilizada en [29], [28], [16] y [36].

» Longitud del tallo mas largo: cantidad méxima de nucledtidos con-
secutivos en la region del tallo de un pre-miRNA donde el empare-
jamiento sea perfecto. El proceso de extraccién de esta caracteristica
consiste en buscar la mayor region del tallo libre de nucleétidos no
emparejados y medir la longitud de esta. Esta caracteristica ha sido
propuesta en [29].

» Longitud del bucle terminal (/;): cantidad de nucle6tidos no em-
parejados en la region del bucle terminal de una estructura secundaria.
En funcion de las caracteristicas anteriores

lh=1-1.
Esta caracteristica ha sido utilizada en [13], [31] y [11].

» Niumero de bultos (N,): cantidad total de bultos. Esta caracteristica
ha sido propuesta en [38].
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» Nimero de bucles (N,): cantidad total de bucles, incluyendo el bucle
terminal. Esta caracteristica ha sido utilizada en [38] y [11].

» Longitud del bucle mas largo (I;;): es la longitud del bucle més
largo en la estructura secundaria. El proceso de extracciéon consiste
en buscar la porcién de bases no emparejadas consecutivas mas larga
de la estructura secundaria y contar la cantidad de nucleétidos que la
forman. Esta caracteristica ha sido propuesta en [11].

» Niumero de bucles asimétricos (IV,;): cantidad total de bucles asimétri-
cos. Esta caracteristica ha sido propuesta en [38].

» Niumero de bucles simétricos (Ny): cantidad total de bucles simétri-
cos. Esta caracteristica ha sido propuesta en [11].

» Niumero de nucleétidos en bucles simétricos (N,): cantidad de
nucledtidos en bucles simétricos. Esta caracteristica ha sido utilizada
en [29] y [11].

» Niumero de nucleétidos en bucles asimétricos (N,;): cantidad de
nucleétidos en bucles asimétricos. Esta caracteristica ha sido propuesta
en [29].

= Longitud de la region simétrica mas larga: longitud de la regién
mas larga sin bucles asimétricos o bultos. Los bucles simétricos son
permitidos. Esta caracteristica ha sido propuesta en [29].

= Distancia de la region simétrica mas larga al bucle de la horquil
la: cantidad de pares desde la region sin bucles asimétricos mas larga
hasta el bucle de la horquilla. Esta caracteristica ha sido propuesta en
[29].

= Tamano promedio de bucles simétricos: longitud promedio de los
bucles simétricos de la estructura secundaria. El proceso de extraccion
consiste en contar la cantidad de nucleétidos no emparejados formando
parte de bucles simétricos y dividir por la cantidad de bucles simétricos.
Es decir, N,g/Ng. Esta caracteristica ha sido propuesta en [29].

= Tamano promedio de bucles asimétricos: longitud promedio de
los bucles asimétricos. El proceso de extraccion consiste en contar las
cantidades de nucleétidos no emparejados formando parte de bucles
asimétricos y dividir por la cantidad de bucles asimétricos. Es decir,
Nyai/Ny. Esta caracteristica ha sido propuesta en [29].
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= Nimero de bultos de longitud 1 a 7 y >7: es un vector de 8
elementos indicando la cantidad de bultos de longitud 1, 2, ..., 7y
mayor que 7. El proceso de extraccién consiste en buscar todos los
bultos en la estructura secundaria y para cada uno contar la cantidad
de nucledtidos, para luego contar la cantidad absoluta de bucles de cada
longitud. Esta caracteristica ha sido propuesta en [38].

= Niumero de bucles de longitud 1 a 7 y >7 : es un vector de
8 elementos indicando la cantidad de bucles de longitud 1, 2, ..., 7'y
mayor que 7. El proceso de extracciéon consiste en buscar todos los
bucles en la estructura secundaria y para cada uno contar la cantidad
de nucleétidos, para luego contar la cantidad absoluta de bucles de cada
longitud. Esta caracteristica ha sido propuesta en [38].

= Proporcion de elementos de la sintaxis de Huang: estas carac-
teristicas almacenan informacion sobre la estructura del precursor. Se
reemplaza la notacién de paréntesis por la propuesta en [15] y luego se
cuentan las ocurrencias de pares de simbolos. Este proceso se lleva a
cabo sobre el tallo, el bucle terminal no se tiene en cuenta. Para extraer
estas caracteristicas se traduce la notacion de paréntesis a la notacién
de Huang antes descripta. Luego se cuenta la cantidad de elementos
distintos y se normalizan estos valores. Por elementos, en este caso se
entiende pares consecutivos de simbolos. Existen 10 posibles elemen-
tos: “=-7, “==" v= T en T ey e ety =" por lo
que el resultado final de este método de extraccion es un vector de 10
elementos. Esta caracteristica ha sido propuesta en [15].

» Porcentaje de emparejamiento de Huang (pMatch): esta car-
acteristica utiliza la notacion de Huang. Indica el emparejamiento de
bases en un candidato a miRNA de 22 nucledtidos. Este candidato se
elige como el que mayor nivel de emparejamiento tenga dentro de la
estructura secundaria. El proceso de extraccion consiste en mover una
ventana de 22 nucledtidos sobre la estructura y en cada una se cuenta
la cantidad de ‘=". El mayor porcentaje se toma como descriptor. Esta
caracteristica ha sido propuesta en [15].

» Porcentaje de no emparejamiento de Huang (pMismatch): es-
ta caracteristica utiliza la notacion de Huang. Indica el nivel de no
emparejamiento de bases en un candidato a miRNA de 21 nucleétidos.
Este candidato se elige como el que mayor nivel de no emparejamien-
to tenga dentro de la estructura secundaria. El proceso de extraccion
consiste en mover una ventana de 21 nucledtidos sobre la estructura y
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en cada una se cuenta la cantidad de ‘:’. El mayor porcentaje se toma
como descriptor. Esta caracteristica ha sido propuesta en [15].

» Porcentaje de eliminacién/insercién de Huang (pDI): esta car-
acteristica utiliza la notaciéon de Huang. Indica la cantidad de elim-
inaciones/inserciones que hay en un candidato a miRNA de 21 nu-
cledtidos. Este candidato se elige como el que mayor nivel de elimina-
ciones/inserciones tenga dentro de la estructura secundaria. El proceso
de extraccion consiste en mover una ventana de 21 nucleétidos sobre la
estructura y en cada una se cuenta la cantidad de ‘.” 0 -’ que no tengan
‘"7 en el brazo opuesto. El mayor niimero se toma como descriptor. Esta
caracteristica ha sido propuesta en [15].

» Porcentaje de bultos de Huang (pBulge): indica la simetria de
los bucles y bultos en un candidato a miRNA de 21 nucleétidos. Este
candidato se elige como el méas asimétrico. El proceso de extraccion
consiste en mover una ventana de 21 nucledtidos sobre la estructura y
en cada una se cuenta la cantidad de ‘°” sobre el brazo izquierdo corre-
spondiente a esta ventana. El mayor niimero se toma como descriptor.
Esta caracteristica ha sido propuesta en [15].

» Nimero de pares base (nP): cantidad de pares de nucledtidos. El
proceso de extraccion consiste simplemente en contar la cantidad de nu-
cledtidos emparejados y dividir este nimero por dos. Esta caracteristica
ha sido propuesta en [38].

» Propensién de pares base ajustado (dP): mide la cantidad de
pares de bases presentes en una estructura secundaria dividido la lon-
gitud de ésta en nucledtidos. Esto elimina el problema de que cadenas
mas largas suelen tener mas bases emparejadas. Esta caracteristica esta
en el intervalo [0 — 0,5], siendo 0 el caso de que no haya ningin em-
parejamiento y 0,5 el caso donde se emparejen los [ nucleétidos. Esta
caracteristica ha sido utilizada en [24], [28], [16] v [36].

» Proporcién de pares base (A—U, C — G, G —U): expresa el por-
centaje de pares de cada tipo con respecto a la cantidad total. Notar
la diferencia con la proporcion de dinucledtidos, donde se mide la pro-
porcién de elementos conformados por dos bases consecutivas (en un
mismo brazo de la estructura secundaria). Esta caracteristica ha sido
utilizada en [29], [28], [16] y [36].

» Promedio de pares base por tallo (A — U/Ngemsy C — G/Ntemss
G — U/Nstems): expresa la cantidad de pares de cada tipo con respecto
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a la cantidad de tallos en la estructura secundaria. Por tallo hablamos
de regiones de longitud mayor o igual a 3 nucleétidos donde el empare-
jamiento es perfecto (no confundir con regién del tallo). Esta carac-
teristica ha sido utilizada en [29], [28], [16] y [36].

= Contenido de G + C' en el bucle terminal: mide el contenido de
G + C en la regién del bucle terminal. El proceso es idéntico al de
contenido de G 4+ C' antes descrito, pero se aplica solo sobre la region
del bucle terminal Esta caracteristica ha sido propuesta en [11].

» Tripletas: estas caracteristicas consisten en contar la cantidad de apari-
ciones de cada una de las 32 posibles tripletas y luego normalizar estas
cantidades por la cantidad total de nucledtidos. Cada tripleta esté for-
mada por una de las 4 posibles bases seguida por la estructura de la
tripleta. Esta tltima se construye con dos posibles simbolos, match
(cualquiera de los dos paréntesis) o mismatch (un punto). El segundo
corresponde al nucleétido central, el primero al anterior, y el tercero al
posterior. Ejemplos de tripletas son “A(((” o “U.(.”. Esta caracteristica
ha sido utilizada en [5], [25], [11] ¥ [16].

2.2.2. Meétodos basados en el comportamiento termodinami-
co

Las caracteristicas de este grupo se basan en la estabilidad termodinami-
ca de la estructura secundaria obtenida al plegar la secuencia. En [39] se
demuestra que las secuencias que contienen miRNA son mas estables que
otras secuencias. La mayoria de estas caracteristicas requieren de un soft-
ware externo para plegar la molécula de RNA.

» Minima energia libre de plegado (MFE): es la minima energia
libre alcanzada como resultado de predecir la estructura secundaria.
Para calcularla existen varios métodos, entre ellos: minima energia libre
[41], funcién de particién [22] y el algoritmo de plegado subéptimo [35].
Esta caracteristica ha sido utilizada en [29], [25], [15] y [11].

» Energia libre del ensamble (EFE): es un resultado secundario
obtenido al calcular la funcién de particién al momento del plegado.
Una descripcién detallada del proceso se puede ver en [22]. Esta carac-
teristica ha sido utilizada en [28], [16] y [36].

» Frecuencia de la estructura MFE en el conjunto (Freq): es
otro resultado secundario obtenido al calcular la funcién de particion
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al momento del plegado. Como antes se indico, la descripciéon detallada
se puede ver en [22]. Esta caracteristica ha sido utilizada en [28], [16]

y [36].

» Diversidad del conjunto (Diversity): es otro resultado secundario
del calculo de la funcién de particion al momento del plegado. También
se describe en [22]. Esta caracteristica ha sido utilizada en [28], [16] y
[36].

» Diferencia entre MFE y EFE (Diff): es una simple diferencia
entre estas dos caracteristicas, dividido por la longitud de la secuencia,

Esta caracteristica ha sido utilizada en [28], [16] y [36].

» MFE ajustado (dG): es el cociente entre la MFE y la longitud de
la cadena. Esto elimina el problema de que cadenas mas largas suelen
tener MFE menores. Se puede utilizar normalizada en [0, 1] o en [0,

100]. Se calcula como

MFE
dG = 1007.

Esta caracteristica ha sido utilizada en [10], [39], [24], [16] v [36].

» Indice MF FEI;: este indice se calcula como el cociente entre el MFE
ajustado y el contenido de G+C. Esta caracteristica ha sido utilizada
en [39], [24], [28], [16] v [36].

» Indice MFEIL: es un indice que proporciona informacion sobre la
cantidad de energia libre que aporta cada tallo (Ngems). Se calcula
como el cociente entre la MFE ajustada y la cantidad de tallos en la
estructura secundaria. Esta caracteristica ha sido utilizada en [24], [28],

[16] v [36].
» Indice MFFEI;: es el cociente de la MFE ajustada y la cantidad de
bucles e
MFE; = —.
TN,

Esta caracteristica ha sido utilizada en [28], [16] y [36].

= Indice MFEI,: es el cociente de la MFE ajustada y la cantidad de

pares de bases

dG
MFE, = —.
Y 2
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Esta caracteristica ha sido utilizada en [28], [16] y [36].

» Entropia de Shannon ajustada (dQ): caracteriza la distribucién de
probabilidad de emparejamiento de bases en una estructura secundaria
como un sistema cadtico dinamico. Valores bajos de dQ corresponden
a una distribucion dominada por pocas bases con probabilidad de estar
emparejadas. Estas bases son mejores predichas que aquellas que tienen
multiples estados alternativos. Se calcula como

1
d@) = 7 Zpij log, pij.

1<j

donde p;; representa la probabilidad de emparejamiento de las bases
iy j, estimadas con el algoritmo de [22]. Esta caracteristica ha sido
utilizada en [24], [28] y [36].

» Potencial de tallo izquierdo (PL): es la méaxima probabilidad de
emparejamiento entre un nucleétido y cualquier otro que esté en el
brazo 3’. El resultado es un vector donde el elemento i corresponde al
resultado obtenido para el nucleétido ubicado en la posicion . Para
calcular este valor, una vez plegada la secuencia con el algoritmo de
funcién de particién [22], se busca para cada i la méxima probabilidad
pij donde j > i. Esta caracteristica ha sido propuesta en [10].

» Potencial de tallo derecho (P): es la mdxima probabilidad de
emparejamiento entre un nucledtido y cualquier otro que esté en el
brazo 5. Al igual que en la caracteristica anterior, el resultado es un
vector donde el elemento i corresponde al resultado obtenido para el
nucleétido ubicado en la posicién . La diferencia radica en que para
calcular este valor, una vez plegada la secuencia con el algoritmo de
funcién de particién [22], se busca para cada i la méxima probabilidad
pij donde j < i. Esta caracteristica ha sido propuesta en [10].

» Potencial de bucle (V’): representa el potencial que tiene una cierta
posicion de la secuencia de estar asociada con el bucle terminal de una
estructura de horquilla. Como en las dos caracteristicas anteriores, el
resultado es un vector de la misma longitud que la secuencia. Para cal-
cular el valor del elemento 7 del vector, una vez plegada la secuencia con
el algoritmo de funcién de particién [22], se suman las probabilidades
de emparejamiento de bases entre los dos lados de una regién simétrica
centrada en la posicién i. Esta caracteristica ha sido propuesta en [10].
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2.2.3. Métodos basados en analisis estadisticos

Las caracteristicas que siguen a continuacién proporcionan informacion
sobre la estabilidad de una estructura secundaria en comparacién con otras
estructuras aleatorias. El proceso es similar en todas las caracteristicas, primero
se toma algun indicador de la estabilidad termodindmica de la estructura que
se esta analizando, luego se generan otras secuencias aleatorias basandose en
la primera y se compara la estabilidad con la primera.

Para generar las secuencias aleatorias existen varios algoritmos. Algunos
de éstos conservan la cantidad de bases de la cadena, otros la cantidad de
dinucleétidos, otros no conservan estos valores pero los aproximan. Es impor-
tante tener en cuenta esto, dado que los precursores de miRNA deberian tener
MFEs mas bajas que las de secuencias aleatorias que conservan mononucledti-
dos y dinucledtidos. En cambio, en otros tipos de RNA no sucede esto. Por
ejemplo, el mRNA tiene una MFE menor si conservamos mononucleétidos,
pero no hay diferencias significativas si ademés se conservan dinucledtidos
[34, 4]. Los algoritmos de generacién de secuencias aleatorias que se imple-
mentaron en la biblioteca son:

» Barajado de mononucleétidos [34]: simplemente se permutan las posi-
ciones de los nucledtidos de las bases repetidas veces. Este método
conserva la proporcion de bases, pero no la de dinucledtidos.

» Barajado de dinucleétidos [7]: este algoritmo preserva la composicion
exacta de mononucleétidos y dinucledtidos. Para realizar este barajado
se itera sobre todos los posibles pares de nucledtidos (AA, AC, AG,
etc.) y todos los trinucle6tidos no solapados que comiencen y terminen
con este par se permutan aleatoriamente. De esta forma los cambios no
alteran la proporcion de dinucleétidos de la secuencia.

Las caracteristicas de este grupo son:

» Puntaje de segmento o MFE normalizada (zMFE): calcula el
z-score de la MFE. Este puntaje se define como la cantidad de desvia-
ciones estandar que hay de diferencia entre la MFE de la secuencia anal-
izada y la media de la distribucién de MFEs de las secuencias aleato-
rias. El proceso de extraccién consiste en generar un niimero grande de
secuencias aleatorias (con alguno de los algoritmos que se explicaron
antes) y calcular la MFE de cada una. Luego se calcula la media y la
desviacion estandar de esta distribucién de valores y se combinan con
la MFE de la secuencia que se quiere analizar

MFE —

:MFE="""""
ag
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donde p es la media de la distribucién y o la desviacion estandar. Esta
caracteristica ha sido utilizada en [13] y [10].

» EFE normalizada (zEFE): calcula el z-score de la EFE con el mismo
proceso que en la caracteristica anterior. Esta caracteristica ha sido
propuesta en [16]

» MFE ajustada normalizada (zG): consiste en el z-score de la MFE
ajustada con el mismo proceso que en la caracteristica anterior. Esta
caracteristica ha sido utilizada en [24], [28] y [36].

» Entropia de Shannon ajustada normalizada (zQ): consiste en el
z-score de la Entropia de Shannon ajustada con el mismo proceso que
en la caracteristica anterior. Esta caracteristica ha sido utilizada en

[24], [28] v [36].

» Propensién de pares base normalizada (zP): consiste en el z-score
de la propension de pares de bases ajustada con el mismo proceso que
en la caracteristica anterior. Esta caracteristica ha sido utilizada en
[24], [28] vy [36].

» Monte Carlo y test de aleatorizacién sobre MFE (pMFE): es
una alternativa al z-score y, al igual que este, sirve para determinar si
el valor de MFE de una secuencia es significativamente menor que el
de una secuencia aleatoria. Se calcula como

R

MFE = ——
p N+1’

donde N es el numero de secuencias aleatorias generadas y R el nimero
de éstas que tiene una MFE menor o igual que la de la secuencia orig-
inal. Esta caracteristica ha sido propuesta en [4].

» Monte Carlo y test de aleatorizacién sobre EFE (pEFE): aplica
el mismo proceso que la caracteristica anterior, pero sobre el EFE de
una estructura secundaria. Esta caracteristica ha sido propuesta en [16].

2.2.4. Meétodos basados en conservacion filogenética

Cuando dos secuencias de RNA de distintas especies presentan similitudes
es posible que haya una relacién funcional entre ellas. Por este motivo la
conservacion de una secuencia en el RNA de distintas especies es un buen
indicador de que esa porciéon cumple una funcion importante, por ejemplo,
es un miRNA.
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Para buscar similitudes entre dos cadenas primero es necesario alinearlas.
Se utiliza programaciéon dindmica para encontrar la alineacion éptima de las
dos cadenas. Ademas se debe contar con una tabla de puntajes de empare-
jamiento y una penalizacion por huecos. Generalmente se le da un puntaje
positivo a las coincidencias, uno nulo a las no coincidencias y un puntaje
negativo a los huecos.

La extension de estos algoritmos dinamicos a mas de dos cadenas se limita
a 8 0 10 secuencias, ya que para un numero mayor el problema se vuelve com-
putacionalmente intratable. Sin embargo, para estos casos se utilizan algorit-
mos heuristicos que van generando alineaciones progresivas hasta terminar
de agregar todas las secuencias. Las caracteristicas que siguen a continuacion
se extraen de grupos de secuencias ya alineadas.

= Frecuencia de mutacién: esta caracteristica sélo se puede utilizar
en el caso de que se alinee estrictamente un par de secuencias. Mide
la cantidad de mutaciones (diferencias) entre dos secuencias de RNA.
Simplemente es el cociente entre el nimero de diferencias y la longitud
de la cadena. Esta caracteristica ha sido propuesta en [15].

» Puntaje de conservacién (CS): mide el nivel de conservacién de nu-
cledtidos entre varias secuencias alineadas de distintas especies. Para
esto utiliza modelos ocultos de Markov filogenéticos. Son modelos espa-
cio temporales, ya que describen la secuencia de RNA en dos procesos
de Markov, uno que opera en la dimensién del tiempo (a lo largo de
las ramas de un arbol evolutivo) y otro que opera en el espacio (a lo
largo de la secuencia). El proceso completo se detalla en [30] y [40].
Esta caracteristica ha sido propuesta en [10].

= Entropias por columna de los brazos 5°, 3’ y regién de horquilla
(S5’, S3’, S0): es la entropia de cada brazo de la estructura secundaria
y de la regién de la horquilla calculada verticalmente entre las distintas
secuencias que forman parte de la alineacion. Primero es necesario ple-
gar las secuencias para delimitar las distintas regiones. Luego se calcula
la entropia de cada regién mediante

—1
S¢ = FZ > pialnpia,
£ ieg aclACaU)

donde p;, es la fraccion del nucledtido a en la posicion ¢ de todas las
secuencias alineadas, £ es la regién de interés y N¢ es la longitud de
esta region. Esta caracteristica ha sido propuesta en [13].
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» Entropia minima (5,,,): es la menor entropia de todas las subca-
denas de 23 nucledtidos de una alineacién. Para esta caracteristica se
busca en los brazos de la estructura de horquilla, la subcadena que con-
tenga la minima entropia. Se toma directamente esta entropia minima
como descriptor. Para calcular la entropia se utiliza la misma férmula
que en la caracteristica anterior. Como el miRNA maduro se conser-
va muy bien entre distintas especias, una baja entropia indica mayor
probabilidad de que la subcadena sea miRNA. Esta caracteristica ha
sido propuesta en [13].

= Diferencia de estructura secundaria de dos secuencias alin-
eadas (Vstre): esta caracteristica sélo se puede utilizar en el caso de
que se alineen estrictamente 2 secuencias. Basicamente mide la difer-
encia entre sus estructuras secundarias. Para calcularla se obtienen las
estructuras secundarias y se cuenta la cantidad de diferencias. Se realiza
lo mismo sobre la secuencia primaria y luego se calcula el cociente

ST Rgisy
SEQaifs’
donde ST Rgi¢ es la cantidad de diferencias en la estructura secundaria

(en notacién de paréntesis) y SEQuifr es la cantidad de diferencias en
las secuencias. Esta caracteristica ha sido propuesta en [15].

Vstre =

» Promedio de energia libre de plegado (E): es el promedio de
las MFE de varias secuencias alineadas. Esta caracteristica ha sido
propuesta en [13].

» Diferencia de MFE de dos secuencias (VMFE): esta caracteristi-
ca sOlo se puede utilizar en el caso de que se alinee estrictamente un
par de secuencias. Mide la diferencia de energia libre promedio por cada
mutacion. Se calcula como

|IMFE, — MFE,|
SEQaifs 7
donde M FE,y MFE, son las minimas energias libres de cada secuen-

ciay SEQqirs es la cantidad de bases que sufrieron una mutacién entre
las dos secuencias. Esta caracteristica ha sido propuesta en [15].

VMFE =

» Promedio de los MFE ajustados (€): es el promedio de las MFE
ajustados de varias secuencias alineadas. Esta caracteristica ha sido
propuesta en [13].
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Promedio del indice de M FEI, (77): es el promedio de los M FEI,
de varias secuencias alineadas. Esta caracteristica ha sido propuesta en
[13].

Energia libre de la estructura secundaria consensuada (F,s):
mide la energia libre de la estructura secundaria consensuada entre
varias secuencias alineadas. Para calcularla primero se deben alinear
las secuencias para obtener la secuencia consensuada, luego esta se
pliega para calcular la MFE. Esta caracteristica ha sido utilizada en
13] y [21].

2.2.5. Métodos basados en candidatos a miRNA

Este grupo de caracteristica se extrae de un posible candidato a miRNA
maduro. En el trabajo presentado por [21], para obtener este candidato, se
mueve una ventana de longitud [,, (aproximadamente 22 nucleétidos) sobre
una estructura secundaria y se extraen sus caracteristicas. Como resultado
obtenemos un vector de longitud [ —[,, donde el elemento ¢ representa el valor
de la caracteristica calculada en el candidato que comienza en la posicion %
de la secuencia y termina en la posicion i + .

Emparejamiento de bases: es la suma de las probabilidades de em-
parejamiento de las bases que forman parte del candidato a miRNA
maduro. Estas probabilidades se obtienen de la matriz de probabili-
dades de emparejamiento, resultado del algoritmo de [22]. Esta carac-
teristica ha sido propuesta en [21].

No emparejamiento en el candidato: cantidad de bases no empare-
jadas en el candidato a miRNA. Esta caracteristica ha sido propuesta
en [11].

Extensién del emparejamiento de bases: es la suma de las prob-
abilidades de emparejamiento de las bases que no forman parte del
candidato a miRNA maduro, pero forman parte de la misma estruc-
tura secundaria. Estas probabilidades se obtienen también de la matriz
de probabilidades de emparejamiento, resultado del algoritmo de [22].
Esta caracteristica ha sido propuesta en [21].

Simetria de bultos: esta caracteristica da una idea de la simetria de
la zona del candidato a miRNA. Se calcula como la diferencia de bases
no emparejadas en el candidato a miRNA y las bases no emparejadas
en el segmento correspondiente al otro brazo de la estructura. Esta
caracteristica ha sido propuesta en [21].
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= Distancia al bucle terminal: es la cantidad de pares base entre el
bucle terminal y el extremo mas cercano del candidato a miRNA. Esta
caracteristica ha sido utilizada en [21] y [31].

= Conservacion del brazo 5’ de un candidato: nimero de bases
conservadas entre dos o mas secuencias en el brazo 5 de un candidato
a miRNA, es decir, sin contar las 11 primeras bases. Cabe aclarar que,
al aplicarse sobre dos o mas secuencias, es necesario alinearlas como
se describi6 en el grupo anterior antes de contar la cantidad de bases
conservadas. Esta caracteristica ha sido propuesta en [21].

= Conservacion del brazo 3’ de un candidato: numero de bases
conservadas entre dos o mas secuencias en el brazo 3’ de un candida-
to a miRNA, es decir, sin contar las ultimas 11 bases. Al igual que
en la caracteristica anterior, es necesario realizar una alineacién de se-
cuencias antes de extraer esta caracteristica. Esta caracteristica ha sido
propuesta en [21].
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Capitulo 3

Desarrollo de la biblioteca

En este capitulo se presenta la biblioteca desarrollada y la interfaz grafica
de usuario. En primer lugar se explican cuales fueron las tecnologias utilizadas
en el desarrollo: el lenguaje de programacion, bibliotecas, software externo
utilizado para realizar cdlculos complejos, etc. Luego se describe la estructura
de la biblioteca y su utilizacién. Por ultimo se presenta la interfaz grafica
desarrollada y su funcionamiento.

3.1. Analisis y diseno de la solucion

En esta seccién se describiran algunas cuestiones basicas relacionadas con
el desarrollo de la biblioteca y la interfaz gréafica: las tecnologias utilizadas,
otras bibliotecas y el software externo.

3.1.1. Tecnologias utilizadas

En primer lugar hay que aclarar que la biblioteca se programé en lenguaje
Matlab como un conjunto de funciones. No se utiliz6 el paradigma orientado
a objetos porque el lenguaje seleccionado tiene su fuerte en la programacién
estructurada. Se decidi6 utilizar este lenguaje por varios motivos. En primer
lugar, por que es el lenguaje més utilizado en el SINC (lugar donde se de-
sarrolld el proyecto). En segundo lugar, el software Matlab es un estdandar de
facto en aplicaciones de ingenieria, ya que permite con una interfaz muy ami-
gable y sencilla, simular y depurar algoritmos de alta complejidad. Ademés
cuenta con bibliotecas de algoritmos bésicos de gran calidad y optimizacion,
lo que permite un rapido desarrollo y prueba. Por ltimo, se cuenta con
experiencia en la utilizacién de este lenguaje.

Para desarrollar la interfaz gréafica de usuario se decidié utilizar el médulo

24
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GUIDE que provee el mismo entorno de Matlab. Se tomé esta decision, en
primer lugar, para usar el mismo lenguaje que el de la biblioteca y de esta
forma evitar generar una interfaz entre distintos lenguajes. En segundo lu-
gar, Matlab tiene incorporado un sistema de graficacion muy completo que
simplifica mucho la tarea de presentar los resultados. Ademas Matlab cuenta
con funciones para leer y escribir en formato fasta y separado por comas (csv,
del inglés Coma Separate Values) que, como veremos mas adelante, son los
formatos elegidos para la entrada de secuencias y la salida de resultados. Para
leer los archivos de configuracién en formato YAML se utilizé la biblioteca
YAMLMatlab! distribuida libremente bajo licencia MIT.

3.1.2. Software externo

Se utilizaron los siguientes programas externos para realizar algunos de
los procesos necesarios en la extraccién de caracteristicas: , para luego contar
la cantidad absoluta de bucles de cada longitud

» Vienna RNA? [14]: de este paquete de software se utilizaron los pro-
gramas RNAfold para realizar la prediccién de estructura secundaria
de las secuencias y RNAalifold para realizar las mismas predicciones
sobre grupos de secuencias alineadas. Estos programas implementan
los algoritmos de minima energfa libre [41] y funcién de particién [22].
Se utilizé uno u otro dependiendo de la caracteristica que se necesita
extraer. Se eligio este software por ser el mas utilizado en la actualidad.
Ademas se distribuye libremente bajo licencia publica general GNU.

» Clustal Omega® [32]: este software se utilizé para realizar la alineacién
de secuencias. Al igual que el paquete Vienna RNA| se lo eligié por ser
el mas utilizado en el campo y se encuentra en constante desarrollo. Se
distribuye libremente bajo licencia publica general GNU.

» PHAST*: de este paquete de software se utilizé el programa phyloFit
para calcular los puntajes de conservacién de las secuencias alineadas.
Se encontraron varias alternativas para realizar este proceso, pero se
eligio este programa por ser el unico libre y gratuito. Se distribuye bajo
licencia BSD.

La interfaz con estos programas se realizo creando archivos con los datos,
llamando a los programas como procesos separados y luego leyendo los archivos

Thttps://code.google.com/p/yamlmatlab/
2http://www.tbi.univie.ac.at/RNA/

3http:/ /www.clustal.org/omega/
4http://compgen.bscb.cornell.edu/phast /index.php
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creados con los resultados. En un primer momento se intentoé crear bibliotecas
dinamicas a partir del cédigo de los programas y enlazarlas a Matlab para evi-
tar el costo que tiene la escritura y lectura de archivos, pero se descarté esta
opcion porque la complejidad del cédigo fuente original imposibilitaba adap-
tarlo en tiempos razonables para el alcance de este Proyecto Final. Ademas,
al utilizar estos programas como procesos separados de la biblioteca, ésta se
vuelve independiente del sistema operativo y puede funcionar en cualquier
maquina que tenga el software instalado. Por tltimo, esta forma de comuni-
cacién con los programas externos permite actualizaciones automaticas (por
ejemplo mediante repositorios PPA) sin mayores complicaciones.

3.1.3. Diseno de la biblioteca

Si analizamos las caracteristicas desarrolladas en el capitulo anterior,
podemos observar que hay tres tipos de andlisis realizables: i) de secuen-
cia ii) de candidato y iii) de alineacién. Por este motivo las funciones de la
biblioteca se dividen en tres grupos independientes, cada uno relacionado con
un tipo de andlisis distinto, pero que siguen una estructura similar. Desde el
punto de vista del usuario, la diferencia mas importante entre estos grupos
estd en los datos de entrada.

El primero de estos grupos, esta relacionado con el andlisis de porciones
de RNA y toma como entrada simplemente una secuencia de nucledtidos.
Esta debe tener una longitud aproximada de 70 nucledtidos y la estructura
secundaria predicha debe ser del tipo tallo-bucle. La biblioteca no verifica
estas cuestiones por lo que se podria utilizar con secuencias que no cumplan
estos requerimientos, pero algunos procesos pueden dar resultados inespera-
dos. Estas restricciones se deben a que los pre-miRNA generalmente tienen
una estructura que presenta estas caracteristicas [13].

El segundo grupo incluye todas las caracteristicas extraidas de un grupo
de secuencias alineadas. Al igual que el primer grupo, estas secuencias deben
tener una longitud aproximada de 80 nucledtidos y ser plegables en una
estructura tipo tallo-bucle.

El ultimo grupo incluye las caracteristicas que se pueden extraer de un
candidato a miRNA, es decir, una porcién del pre-miRNA de aproximada-
mente 23 nucledtidos de longitud. En el trabajo presentado por [21], se toma
como longitud 23 y el indice de inicio se va moviendo sobre la secuencia
obteniendo de esta forma todos los posibles candidatos.
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Anélisis de secuencia Anélisis de candidato Anélisis de alineacion

ACCAAUCCCCGCAAUCCAGAUUGCUUGUGUGGUGUU
ACCAAUCCCCGAACUCCGAGUUGCUUGUUUGAUGUU

ACCAAUCCCCGAACUCCAGAUUGCUUGUUUGGUGUU ACCAAUCCCCGAACUCCAGAUUGCUUGUUUGGUGUU ACAAAUCCCCGAACUCCAIAUUGCUUCGUUGGUGAU

can = PrepararCandidato(seq, ini, len) | ali = PrepararAlineacion(seqs, tree)

/ / /

dat = PrepararSecuencia(seq) |

Funciones de extraccion Funciones de extraccion Funciones de extraccion
de caracteristicas de de caracteristicas de de caracteristicas de
secuencias candidato alineacion

%) 17 X . I

secCaracti(dat) g canCaracti(can) » s aliCaracti(ali) > g

2 = E=1

secCaract2(dat) P 2 canCaract2(can) P 2 aliCaract2(ali) » 2

g 2 ; ; g

secCaract3(dat) 5] canCaract3(can) P aliCaract3(ali) '

5] 5] ]

secCaract4(dat) > ; canCaract4(can) > g aliCaract4(ali) ' g ;

° . ° °

S S 9]

: £ £ £

g 2 . : » &

secCaractN(dat) » 2 canCaractN(can) » 2 aliCaractN(ali) >
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Figura 3.1: esquema de utilizacion de la biblioteca para realizar cada tipo de
andlisis

3.1.4. Estructura de la biblioteca

La biblioteca se compone de 71 funciones, de las cuales 5 son auxiliares
y el resto se utiliza para extraer alguna caracteristica. De estas 5 funciones
auxiliares, 2 implementan los procesos de barajado aleatorio que precisan
las funciones de analisis estadistico. Las otras 3 se encargan de preparar los
datos de entrada y construir una estructura que es la que luego toman como
parametro de entrada el resto de las funciones. En la Figura 3.1 podemos ver
la estructura general de la biblioteca y los procesos por los que debe pasar una
secuencia (o grupo de secuencias) para extraer un vector de caracteristicas.
Dependiendo del tipo de analisis que queremos realizar, se debe utilizar una
de las siguientes funciones:

» function [dat] = PrepararSecuencia( seq ):esta funciéon toma co-
mo parametro una secuencia y la pliega utilizando el algoritmo de fun-
cién de particion implementado en el software RNAfold. De esta forma
obtiene la estructura secundaria en notacién de paréntesis, la matriz de
probabilidad de emparejamiento y otras caracteristicas termodinami-
cas de la secuencia (MFE, EFE, Freq y Diversity). Luego utilizando
el Algoritmo 1 genera a partir de la estructura secundaria predicha, la
misma en la notacion alternativa de Huang. Todos estos resultados los
almacena en el arreglo de celdas dat que devuelve como resultado.

» function [ali] = AlinearSecuencias( seqs [, treel): esta fun-
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Algoritmo 1: Huang

Datos: Estructura secundaria en notacién de paréntesis

Resultado: Estructura secundaria en notaciéon de Huang

inicio

b3 « ¢

b5+ ¢

13 < posicién del primer paréntesis

15 <— posicién del dltimo paréntesis

mientras i3 15 no alcancen la region del bucle terminal hacer

sii3 = ‘("yi5 = ‘) entonces

b3 y b5 anexan ‘=’

13 <+ siguiente nucleétido

15 < nucledtido anterior

ind, si i3 = .7y i5 = " entonces

b3 y b5 anexan

13 < siguiente nucledtido

15 < nucledtido anterior

ind, si i3 = ‘(" y i5 = ‘. entonces

si Ultimo agregado a b3 es
‘ b3 anexa ‘"’ y bb anexa ‘.’

en otro caso
L b3 anexa ‘.’ y b5 anexa ‘-’

0

2]

) ¢~

0 entonces

15 < nucledtido anterior
iné, si i3 = *’ yi5 = ‘)’ entonces
si Ultimo agregado a b5 es
‘ b5 anexa ‘"’ y b3 anexa ‘.’
en otro caso
L b5 anexa ‘.’ y b3 anexa ‘-’

0

) ¢

o ‘"’ entonces

| 43 < siguiente nucledtido

| return b3 y b5
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cion toma como parametro un arreglo de secuencias. En primer lugar
las alinea utilizando el software Clustalw. La secuencia consensuada
resultado se pliega utilizando el software RNAalifold. Por tltimo, si
se especificé la topologia del arbol filogenético en el parametro tree
(notar que es opcional), se calcula el puntaje de conservacién con el
software phyloFit. Un arbol filogenético es un arbol que muestra las
relaciones evolutivas entre varias especies u otras entidades que se cree
que tienen una ascendencia comun. La topologia debe estar represen-
tada por una cadena en formato Newick. Al igual que en la funcién
anterior, los resultados se almacenan en un arreglo de celdas (ali).

» function [can] = PrepararCandidato(dat, ini[, len]):esta fun-
ciéon toma como parametro el arreglo de celdas resultado de la funcion
PrapararSecuencia, el indice del nucleétido donde inicia el candidato
que se quiere analizar y la longitud de este. Si no se especifica esta
ultima se toma por omisién una longitud de 22 nucleétidos. No realiza
ningin calculo extra, sélo comprueba que los limites del candidato no
caigan fuera de la secuencia y almacena los datos dentro del arreglo de
celdas que devuelve como resultado (can).

El resto de las funciones toma estos arreglos y calcula las caracteristicas
solicitadas.

3.2. Funciones de extraccion de caracteristicas

3.2.1. Funciones de analisis de secuencias

Las funciones de este grupo extraen caracteristicas de secuencias. Toman
como parametro el arreglo de celdas devuelto por la funcién PrepararSecuencia.

% Métodos basados en el andlisis de la estructura
function [ pp ] = ProporcionNucleotidos( dat )
function [ r ProporcionDinucleotidos( dat )

]
function [ r ] = ContenidoGC( dat )
function [ r ] = ProporcionGC( dat )
function [ r ] = Longitud( dat )
function [ r ] = LongitudTallo( dat )
function [ r ] = PromedioEmparejadosTallo( dat )
function [ r ] = LongitudTalloMasLargo( dat )
function [ r ] = LongitudBucleTerminal( dat )
function [ r ] = NumeroBultos( dat )
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function
function
function
function
function
function
function

PotencialTalloIzquierdo( dat )

nbp ] = NumeroEmparejados( dat )

P ] = PropensionParesBases( dat )

pb ] = ProporcionParesBases( dat )

pt ] = PromedioParesBasesTallo( dat )
] = ContenidoGCBucleTerminal( dat )

tr ] = Tripletas( dat )

R T T Q

function [ r ] = NumeroBucles( dat )
function [ r ] = LongitudBucleMasLargo( dat )
function [ r ] = NumeroABucles( dat )
function [ r ] = NumeroSBucles( dat )
function [ r ] = NumeroBasesABucles( dat )
function [ r ] = NumeroBasesSBucles( dat )
function [mL, imL] = MaximaRegionSimetrica( dat )
function [ res ] = PromedioBasesABucles( dat )
function [ res ] = PromedioBasesSBucles( dat )
function [ nBucles ] = BuclesDeLongitud( dat )
function [ nBultos ] = BultosDeLongitud( dat )
function [ r ] = ProporcionElementosHuang( dat )
function [pMatch,pMismatch,pDI,pBulgel=ProporcionesHuang(dat)
function [ x ] = PotencialBucle( dat )
function [ x ] = PotencialTalloDerecho( dat )

[ x]

[

[

[

[

[

[

% Métodos basados en el comportamiento termodindmico
function [ MFE ] = EnergialibrePlegado( dat )
function [ EFE ] = EnergialibreConjunto( dat )

function [ FREQ ] = FrecuenciaConjunto( dat )
function [ Diversity ] = DiversidadConjunto( dat )
function [ Diff ] = DiferenciaMFE_EFE( dat )
function [ dG ] = EnergialibrePlegadoAjustada( dat )

function [ MFE1
function [ MFE2
function [ MFE3
function [ MFE4
function [ dQ ]

IndiceMFE1( dat )
IndiceMFE2( dat )
IndiceMFE3( dat )
IndiceMFE4( dat )
EntropiaShannonAjustada( dat )

S S S |
Il

El siguiente grupo de funciones ademés de tomar el arreglo de celdas
como parametro, toman también la cantidad de iteraciones y el método de
barajado.

function [ r ] = pvalueMFE( dat, iter, Shuffle )
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function [ r ] = pvalueEFE( dat, iter, Shuffle )
function [ r ] = zEFE( dat, iter, Shuffle )
function [ r ] = zG( dat, iter, Shuffle )
function [ r ] = zMFE( dat, iter, Shuffle )
function [ r ] = zP( dat, iter, Shuffle )
function [ r ] = zQ( dat, iter, Shuffle )

Los métodos de barajado que implementa la biblioteca son:

DiShuffle( seq )
MonoShuffle( seq )

function [ seq ]
function [ seq ]

3.2.2. Funciones de analisis de secuencias alineadas

Las funciones de este grupo extraen caracteristicas de grupos de secuen-
cias alineadas. Toman como parametro el arreglo de celdas devuelto por la
funcién PrepararAlineacion.

% Métodos basados en conservacién filogenética

function [ pMutFeq ] = FrecuenciaDeMutacion( ali )
function [ cs ] = PuntajeConservacion( ali )

function [ S5, SO, S3, Smin ] = EntropiaPorColumna( ali )

function [ Vstrc ] = DiferenciaDeEstructuraSecundaria( ali )
function [ Eprom ] = MFEPromedio( ali )
function [ VMFE ] = MFEDiferencia( ali )

function [ MFEap ] = MFEAjustadoPromedio( ali )
function [ MFElp ] = IndiceMFE1Promedio( ali )
function [ MFE ] = EnergiaEstructuraConsensuada( ali )

3.2.3. Funciones de analisis de candidatos a miRNA

Las funciones de este grupo extraen caracteristicas de candidatos a miRNA.
Toman como parametro el arreglo de celdas devuelto por la funcién PrepararCandidato.

function [ r ] = CandidatoSimetriaBultos( can )

function [ r ] = CandidatoDistanciaBucle( can )

function [ r ] = CandidatoNoEmparejado( can )

function [ r ] = CandidatoEmparejamientoBases( can )
function [ r ] = CandidatoExtensionEmparejamiento( can )
function [ r ] = Conservacion3( ali )

function [ r ] = Conservacion5( ali )
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Algoritmo 2: Algoritmo que calcula zM F'E en paralelo
Datos: dat: arreglo de celdas, ¢ter: nimero de iteraciones y
barajar: funciéon de barajado

Resultado: zMFFE

inicio

MFE original < M FFE(dat)

distribucion < vector nulo de longitud iter

para i < 0 a iter hacer en paralelo

secuencia_aleatoria < barajar(dat)
L distribucion; < M F E(secuencia_aleatoria)

SMFE «— MFE',origlinal7m'edic't(dis',z‘:ribucio'n)
varianza(distribucion)

3.3. Paralelizacion

Las funciones que realizan pruebas estadisticas generalmente se utilizan
con un numero de iteraciones grande para que los resultados sean significa-
tivos. Esto implica que estas funciones deben generar miles de secuencias
aleatorias, plegarlas para extraer la caracteristica de interés y luego analizar
la distribucion de estos valores. Estos calculos precisan de un importante
tiempo de computo. Ademas, la estructura de estas funciones es simple de
dividir en multiples trabajadores. Por estos motivos se decidié paralelizarlas
utilizando las funciones de calculo paralelo de Matlab.

Tanto en el caso de las pruebas de z-score como en las de Monte Carlo,
se dividi6 el trabajo de generar las secuencias aleatorias y extraer las carac-
teristicas de éstas en distintos hilos de ejecucion. Se muestra para ejemplificar
el pseudo cédigo de los algoritmos que normalizan la minima energia libre en
los Algoritmos 2 y 3. La estructura es la misma para calcular pEFE, zEFFE,
2G, zPy 2Q).

3.4. Interfaz de usuario final

En esta seccion se presentard la interfaz grafica de usuario. Esta fue desar-
rollada teniendo presente que esta dirigida a usuarios con pocos conocimien-
tos de informatica, de forma que puedan acceder facil y rapidamente a las
funciones de la biblioteca. Describiremos la utilizacion de los archivos de con-
figuracion, después como se resolvié la entrada y salida de datos y por tltimo
una descripcién de la interfaz grafica y las opciones que presenta.
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Algoritmo 3: Algoritmo que calcula pM F E en paralelo

Datos: dat: arreglo de celdas, ¢ter: nimero de iteraciones y
barajar: funciéon de barajado

Resultado: pM FE
inicio

MFE original < M FFE(dat)

R+ 0

para i < 0 a iter hacer en paralelo

secuencia_aleatoria < barajar(dat)

si M FE(secuencia_aleatoria) < MFE original entonces
| R+ R+1

R
| PMPE + 3

3.4.1. Archivos de configuraciones

Se decidié utilizar archivos de configuracion en formato YAML para mane-
jar la gran cantidad de opciones que presenta la biblioteca. Este es un formato
de texto plano de lectura humana directa, por lo que es facil de modificar
con cualquier editor de texto. De esta forma evitamos complejas interfaces
graficas y ademéds nos permite guardar distintas configuraciones de pruebas,
copiarlas y trasladarlas de una maquina a otra sin mayores complicaciones.
En la Figura 3.2 se muestra un archivo de configuraciéon modelo que se en-
trega junto con la biblioteca para usar de plantilla.

El archivo tiene una estructura jerarquica simple de leer, al mismo tiem-
po que permite manejar una gran cantidad de opciones. Dentro del mismo
archivo hay lineas con comentarios (comienzan con el caracter numeral) que
explican para que se utiliza cada opcion.

3.4.2. Formatos de entrada y salida

Para manejar la entrada de datos se eligié el formato fasta. Este es un
formato de archivo estandar basado en texto, utilizado para representar ca-
denas de nucledtidos o cadenas de aminoacidos, donde cada componente de
la cadena se representa con un caracter. Este formato también permite agre-
gar nombres a las secuencias y comentarios opcionales. Se tomd este formato
porque es un estandar en el campo de la bioinformatica, ademas de ser simple
de leer desde cualquier programa. Matlab cuenta con una funcion especial
para leer este tipo de archivos.

Para la salida de datos se eligié el formato csv por ser un formato sim-
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# Nombre del analisis.
# Aparecerd en ventanas de informe y archivos de salida
Nombre: AlineaciénTodo

# E1 resto del formato del archivo depende de esta opcidn.
Tipo: Alineacién
OpcionesPlegado:

PersonalizarTemperatura: no
Temperatura: 37
# No permitir pares G-U.
NoGU: no
# No permitir pares G-U al final de los brazos.
NoCloseGU: no
OpcionesAlineacion:

FullDistanceMatrix: no

# Usar matriz de distancia completa para los céalculos
# del arbol guia durante la iteracién(lento)
FullDistanceMatrixIter: no

UseKimura: no
# Numero de iteraciones (-1 para ignorar)
MaxIterations: -1

MaxGTIterations: -1
# Maximo numero de iteraciones en el HMM (-1 para ignorar).
MaxHMMIterations: -1

Caracteristicas:
FrecuenciaDeMutacion: yes
PuntajeConservacion:
ejecutar: no
# Arbol de ejemplo, ver PhyloFit --help para mas ayuda
arbol: (human, (mouse,rat)mouse-rat, cow)
EntropiaPorColumna: yes
DiferenciaEstructuraSecundaria: yes
MFEPromedio: yes
MFEDiferencia: yes
MFEAjustadoPromedio: yes
IndiceMFE1Promedio: yes
EnergiaEstructuraConsensuada: yes
Conservacion3: yes
Conservacion5: yes
Posproceso:
Normalizado: no

# Tipo de andlisis (" "Secuencia'', °“Candidato'' o "“Alineacién'').

# Reescalar los parametros de energia a una temperatura personalizada.

# Usar matriz de distancia completa para los calculos del arbol guia (lento)

# Usar distancia de Kimura para la correccién de secuencias alineadas

# Maximo nlimero de iteraciones en el arbol guia (-1 para ignorar).

# Caracteristicas a extraer. Valores permitidos “‘yes'' o "‘no''.

34

Figura 3.2: modelo de archivo de configuraciéon de un andlisis de alineacion

de secuencias
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ple, de lectura humana directa y compatible con gran cantidad de software.
Ademas Matlab cuenta con funciones especiales para escribir y leer en este
formato. Por cada prueba se generan tres archivos en formato csv: i) un
archivo con los resultados ii) un archivo con la etiqueta que indica a que car-
acteristica corresponde cada resultado y iii) una lista de las caracteristicas
que se extrajeron en el andlisis.

El programa coloca autométicamente el nombre a los archivos de sal-
ida, forméndolo con el nombre de la prueba (tomado del archivo de con-
figuracién), el nombre del archivo de secuencias de entrada, una marca de
tiempo y una palabra que indica a cual de los tres archivos corresponde.
Esta ultima es “result” para el archivo que contiene los resultados, “tags”
para el archivo que contiene las etiquetas y “map” para el archivo que tiene
los nombres de las caracteristicas que se extrajeron. Por ejemplo, si uti-
lizamos el archivo de configuracién de la Figura 3.2 y un archivo de secuen-
cias de nombre “FEchi_small.fasta”, los archivos de salida tendran como nom-
bre “AlineacionTodo_Echi_small_2014-2-11-19193_map.csv”, “AlineacionTo-
do_Echi_small_2014-2-11-19193 _result.csv” y “AlineacionTodo_Echi_small_2014-
2-11-19193_tags.csv”

3.4.3. Descripciéon de la interfaz grafica de usuario

La interfaz grafica de usuario es bastante simple pero permite acceder a
todas las funciones de la biblioteca y agrega ademas algunas caracteristicas.
Como se puede ver en la Figura 3.3, en a) presenta la opcién de seleccionar
un archivo de configuracién y de secuencias de entrada (en los formatos
descriptos en la seccién anterior). Ademds de contar con dos cuadros de
texto donde tenemos la posibilidad de escribir la direcciéon de los archivos,
se agregaron dos botones cuyo icono es una carpeta dado que la amplia
mayoria de los usuarios relacionara este simbolo con la accién de abrir. Con
estos botones se muestra un dialogo de seleccion de archivos similar al del
los sistemas operativos Microsoft Windows®). Cualquier usuario que haya
utilizado este sistema operativo inmediatamente descubrirad como seleccionar
el archivo deseado. Ademas este dialogo solo muestra los archivos que tengan
el formato adecuado (yaml o fasta, dependiendo del caso) para evitar errores
del usuario.

En b) presenta una lista de tareas y botones que permiten agregar nuevas,
quitarlas o ejecutarlas. Esta lista puede cargar varios trabajos para ejecutar-
los luego por lotes, lo que es 1til cuando se desea analizar una gran cantidad
de secuencias con distintos archivos de configuracién. Los nombres de los
botones que acompanan la lista son autoexplicativos, por lo que un usuario
comun no deberia tener problemas para comprender su funcionamiento.
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— Archivo de configuracidn ‘

/home/yones 77/ Documentos [ Facultad / Materias actuales/Proyecto final de Carr] ,

a —Archivo de secuencia.

/home/yones 77/ Documentos /Facultad /Materias actuales/Proyecto final de Carr !

Example_seq.yaml => Echi small.fasta -
Example_can.yaml => Echi small.fasta Agregar tarea
Quitar tarea
b Quitar todo
Correr tarea
Correr todo
_IUsar todos los nucleos

W Mostrar ventana de informe  Cerrar informes miRMNAfe CUI. Version 140121

Figura 3.3: ventana principal de la aplicacién; (a) campos de seleccién de
archivos de entrada y configuracion (b) lista de trabajos (c¢) opciones extra.

En c) encontramos dos opciones: la primera permite que algunos procesos
de extraccion de caracteristicas se ejecuten en paralelo para reducir los tiem-
pos de procesamiento en maquinas con multiples nicleos; la segunda indica
si se debe mostrar una ventana de informe al finalizar cada prueba.

Si el archivo de entrada tiene mas de 10 secuencias y la opcién de presentar
ventanas de informe para cada andlisis esta tildada, al iniciar las pruebas
se muestra una ventana de advertencia al usuario. Esta indica que se va a
mostrar una gran cantidad de ventanas de informe y pide una confirmacion.

Mientras se ejecutan las pruebas se muestra una ventana con una barra de
progreso que indica que secuencia se esta analizando. Al finalizar cada tarea,
si la opcion “Mostrar ventana de informe” esta tildada, por cada secuencia
se nos presentaran dos ventanas con los resultados de la extraccion de carac-
teristicas. Las ventanas de informe son distintas dependiendo de qué tipo de
analisis se realiza (de secuencia, de candidato o de alineacién) y de qué car-
acteristicas se seleccionan en el archivo de configuracion.

Se tomo una vista adecuada para cada tipo de caracteristica:

» Las caracteristicas que tienen una dimensién mayor a 32 y sus elementos
son dependientes de la posicién en el vector (por ejemplo, el elemento
i corresponde al nucledtido 7) se presentan en graficos de lineas.

= Las que tienen una dimensién de a lo sumo 32 elementos o sus elementos
tienen valores independientes de la posicién (por ejemplo la proporcién
de tripletas) se muestran con graficos de barras.
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PromedioParesBasesTallo 76
FropensionParesBases 0.33628
NumeroEmparejados et}
PromedioBasesSBucles 2 BBRT
PromedioBasesABucles 5
MHumeroBasesSBuCles 16
MumeroBasesABucles 5
MumeroSBucles B
MumeroaBucles 1
LongitudBucleMaslarga B
MumeroBucles 10
MHumeroBultos 2
LongitudBucleTarminal B
LongitudTallokasLargo 7
PromedioEmparejadosTalla 78
LongitudTallo 102
Longitud 113
FroporcionGC 098246
ContenidoGC 485575

Figura 3.4: ventana de informe
analisis de secuencia.

z -4.5953
zP 111.3504
ZMFE -1.0736
G -101.1133
ZEFE -1.3243
pvalusEFE 0
pvaluetFE 0
EntropiaShannonsjustada 0.34611
IndiceMFE4 -0.95526
IndiceMFEI -0.03z124
IndiceMFEZ -0.064243
IndiceMFE1 -0.0064821
Dn’erenmaMFEEFE 0.026135
DiversidadConjunta 15.12
FrecuenciaCanjunta 0.00G2076
EnergialibreConjunto -39.26
EnergialibreFlegado -36.3
ContenidoGCBucleTerminal 05
PromedioParesBasesTallo 76

de caracteristicas

unidimensionales en

37

un
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©®E SecuenciaTodo =>emu-mir-new26 (de Echi small)

Proportioniuciecticins PropartiohDinucleoticios MeaximaRegionsitetrica BuclesDeLongitud
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Figura 3.5: ventana de informe de caracteristicas multidimensionales en un
analisis de secuencia.

= Las unidimensionales se muestran en formato digital, en una ventana
separada.

En las Figuras 3.4 y 3.5 se puede ver un ejemplo de las ventanas de informe
para un analisis de secuencia donde se extrajeron todas las caracteristicas
disponibles para este tipo de analisis.
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Capitulo 4

Resultados

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para realizar las
pruebas y sus resultados. Ademads se presenta un resumen de los cambios y
correcciones realizadas durante este proceso.

4.1. Metodologia para la validacién

Las pruebas se realizaron a nivel unitario utilizando el método de caja
negra sobre las funciones de extracciéon de caracteristicas. Se automatizo
el proceso creando funciones en Matlab que se encargan de preparar las
secuencias de entrada, ejecutar las pruebas y comparar con los resultados
esperados. Ademds miden los tiempos de ejecucion de cada funcion.

Vale aclarar que estas funciones de prueba cobran un papel importante no
solo en el contexto de este trabajo, sino también a la hora de realizar mejo-
ras o re-implementaciones de las funciones de la biblioteca ya que permiten
verificar que los resultados sean correctos ante cada cambio que se haga.

Para cada prueba se tomd una tolerancia al error distinta, dependiendo
de la naturaleza de los resultados. Por ejemplo, en el caso de las pruebas que
cuentan cierto patréon dentro de la estructura secundaria, se pretende que el
error sea cero, en cambio, en las funciones no deterministicas (como z-score
y Monte Carlo) los resultados pueden variar de una ejecucién a otra, por lo
que se considerd algin nivel de tolerancia.

A medida que se va probando cada funcién, por consola se imprimen los
resultados de ésta, los resultados esperados y el error. En la Figura 4.1 se
puede ver la salida de las pruebas de algunas de las funciones.

Como medida del error se tomé el cociente entre la norma 2 del vector
error y la norma 2 del vector con el valor esperado. Si este cociente es menor
que 0,01 se considera que el resultado de la funcién es correcto. Para las

39



C. Yones & D. H. Milone; "(Undergraduate project) Desarrollo de una biblioteca de extraccion de caracteristicas de datos biologicos secuenciales.”

sinc(i) Research Ingtitute for Signals, Systems and Computational Intelligence (fich.unl.edu.ar/sinc)
Facultad de Ingenieriay Ciencias Hidricas - Universidad Nacional del Litoral., 2014.

CAPITULO 4. RESULTADOS 40

Probando IndiceMFE4...
Resultados obtenidos con los scripts genRNAStats y RNAspectral de miPred (Jiang 2007)
Test numero 1:
Correcto: -1.0364
Calculado: -1.0364
Error: 3.6364e-05 (%0 < %1)
Resultado ==========> CORRECTO
Test numero 2:
Correcto: -1.1367
Calculado: -1.1367
Error: 3.3333e-05 (%0 < %1)
Resultado ==========> CORRECTO
Test numero 3:
Correcto: -1.3735
Calculado: -1.3735
Error: 2.9412e-05 (%0 < %1)
Resultado ==========> CORRECTO
Pruebas correctas: 3 / 3

Probando MFEDiferencia...
Resultados obtenidos con MiRFinder (Huang 2007)
Test numero 1:
Correcto: 0
Calculado: ©
Error: 0 (%0 < %1)
Resultado ==========> CORRECTO
Test numero 2:
Correcto: 0.75
Calculado: 0.75
Error: 0 (%0 < %1)
Resultado ==========> CORRECTO
Test numero 3:
Correcto: 3.2
Calculado: 3.2
Error: 8.8818e-16 (%0 < %1)
Resultado === ===> CORRECTO
Pruebas correctas: 3 / 3

Figura 4.1: salida por consola de las pruebas de dos funciones de la biblioteca

funciones no deterministicas esta tolerancia aumenta a 0,15. Si la norma del
vector esperado es cero, la norma del resultado debe ser cero para considerarlo
correcto. Vale aclarar que en la mayoria de las caracteristicas, los vectores
son unidimensionales.

Como entrada para las pruebas se seleccionaron 6 secuencias: ppa-mir-
101, hsa-mir-34a, hsa-mir-7-1, hsa-let-7a-1, hsa-let-7a-3 y hsa-let-7Tb3. Se
tomaron estas secuencias porque aparecen en la mayoria de las bases de datos
de otros autores y de esta forma se cuenta con resultados fiables para com-
parar con los calculados con las funciones de la biblioteca. Ademas, es muy
dificil saber que entradas pueden generar fallas y no se pueden crear clases
de equivalencia dada la naturaleza de los datos, por lo que la eleccién de las
secuencias no mejora el proceso de pruebas. Para cada algoritmo probado se
tomaron 3 secuencias de las antes nombradas, eligiendolas de acuerdo a los
resultados correctos con los que se contaba. Es decir, se elegian 3 secuencias
de las 6 sobre las cuales se contaba con los resultados correctos para la car-
acteristica probada. En los casos en los que existia mas de 3 posibilidades se
elegian al azar.



C. Yones & D. H. Milone; "(Undergraduate project) Desarrollo de una biblioteca de extraccion de caracteristicas de datos biologicos secuenciales.”

sinc(i) Research Ingtitute for Signals, Systems and Computational Intelligence (fich.unl.edu.ar/sinc)
Facultad de Ingenieriay Ciencias Hidricas - Universidad Nacional del Litoral., 2014.

CAPITULO 4. RESULTADOS 41

Para obtener los resultados correctos se tomaron distintas estrategias de
acuerdo al nivel de complejidad de los algoritmos involucrados. En el caso de
las funciones mas complejas, se compararon los resultados con los obtenidos
por otros autores. Otro grupo de funciones (principalmente las que extraen
caracteristicas de la estructura secundaria) fueron comparadas con resulta-
dos obtenidos manualmente por el autor. Este dltimo grupo de funciones
realiza procesos que pueden ser realizados por una persona, como contar la
cantidad de bucles, la longitud de cierta region, la proporcion de cada tipo
de nucledtido, etc. Por ultimo se listan algunas funciones que por distintos
motivos no pudieron ser comparadas con otras referencias.

4.1.1. Comparacion de resultados con otros autores

Para los algoritmos més complejos, como antes se indicé, se compararon
las salidas con resultados obtenidos por otros autores. En algunos casos se
consiguieron bases de datos con secuencias y sus caracteristicas, en otros se
tuvo que correr el software de los autores originales y comparar las salidas.
A continuacién se describen las fuentes de las caracteristicas extraidas por
otros autores y la lista de funciones que se probaron con éstas

» Resultados obtenidos con el software MiRFinder [15]

ProporcionElementosHuang
ProporcionesHuang

MFEDiferencia
FrecuenciaDeMutacion
DiferenciaDeEstructuraSecundaria

» Resultados obtenidos con el software miPred [25]

Tripletas
IndiceMFE1
IndiceMFE2
IndiceMFE4
pvalueMFE
pvalueEFE
zEFE

zG

zMFE

zP
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zQ

» Resultados obtenidos con microPred [28§]

ProporcionDinucleotidos
ContenidoGC
IndiceMFE3

4.1.2. Comparaciéon de resultados obtenidos por in-
speccion

Primero se plegaron las secuencias de prueba utilizando el software RN Afold
con las opciones necesarias para que genere una imagen de la estructura se-
cundaria. Luego se revisaron estas imégenes, realizando manualmente los
procesos necesarios para obtener en cada caso los resultados esperados, que
luego se compararan con los calculados por la biblioteca. Las funciones cuyos
resultados fueron comparados son las siguientes:

ProporcionNucleotidos
LongitudTallo
PromedioEmparejadosTallo
LongitudTalloMasLargo
LongitudBucleTerminal
NumeroBultos
LongitudBucleMasLargo
NumeroABucles
NumeroSBucles
NumeroBasesABucles
NumeroBasesSBucles
MaximaRegionSimetrica
PromedioBasesABucles
PromedioBasesSBucles
BuclesDelongitud
BultosDelLongitud
ProporcionParesBases
PromedioParesBasesTallo
ContenidoGCBucleTerminal
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Para las funciones que analizan candidatos, se tomaron 5 porciones de
la secuencia ppa-mir-101 y, al igual que en el caso anterior, se calcularon
manualmente los resultados esperados. Las funciones probadas fueron:

CandidatoSimetriaBultos
CandidatoDistanciaBucle
CandidatoNoEmparejado
CandidatoEmparejamientoBases
CandidatoExtensionEmparejamiento

Por 1ltimo, se probaron tres funciones que analizan alineaciones. Primero
se alinearon y plegaron dos versiones (que presentaban pequenas mutaciones)
de las secuencias ppa-mir-101, hsa-mir-34a y hsa-mir-7-1. Estas se obtuvieron
de la base de datos de secuencias de [15]. Luego se calcularon los valores
esperados de las siguientes funciones:

Conservacion3
Conservacionb
EntropiaPorColumna

4.1.3. Funciones que no se prueban

En primer lugar, algunas funciones simplemente son una interfaz con otro
software. Este tipo de funciones no necesita ser probada, ya que los resul-
tados dependen exclusivamente de los programas externos utilizados y en
los tres casos (RNAfold, ClustalW y PHAST), se trata de software avalado
por trabajos cientificos [14, 32, 40], ampliamente utilizados en el campo de
la bioinformatica. Luego tenemos otro grupo de funciones que aplican algo-
ritmos sencillos (como diferencias, o promedios) a otras caracteristicas para
combinarlas. Como las caracteristicas combinadas provienen de otras fun-
ciones que fueron probadas y al ser algoritmos codificados como una simple
llamada a funcion de Matlab, se considerd que no es necesario realizar prue-
bas comparativas sobre estas funciones. Por ultimo, algunas funciones son
utilizadas por otras a las que si se le realizaron pruebas, por lo que fueron
probadas indirectamente. Como los resultados de las segundas son correctos,
se puede suponer que los resultados de éstas también lo son.

A continuacién se listan las funciones que estan incluidas en cada grupo

» Funciones de interfaz con software externo:

EnergialibreConjunto
EnergialibrePlegado
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FrecuenciaConjunto
DiversidadConjunto
PuntajeConservacion
EnergiaEstructuraConsensuada
PotencialBucle
PotencialTalloDerecho
PotencialTalloIzquierdo
EntropiaShannonAjustada

= Funciones que aplican algoritmos simples para combinar otras carac-
teristicas:

DiferenciaMFE_EFE
MFEPromedio
MFEAjustadoPromedio
IndiceMFE1Promedio
PropensionParesBases

» Funciones probadas indirectamente (se usan en otras funciones cuyos
resultados fueron comparados):

Longitud
MFEAjustada
NumeroBucles
NumeroEmparejados
NumeroTallos

4.2. Pruebas y analisis de resultados

Se encontraron diferencias entre los valores esperados y los resultados
obtenidos en las siguientes funciones: BuclesDeLongitud, BultosDeLongitud,
PrepararAlineacién, NumeroBasesABucles, NumeroBasesSBucles, Numero-
Tallos, NumeroBultos y NumeroBucles, ProporcionElementosHuang, Pro-
porcionHuang, MFEDiferencia, DiferenciaEstructuraSecundaria y Preparar-
Alineacion. En todos los casos se corrigieron los errores. Por otro lado, se ree-
scribieron otras funciones para mejorar la legibilidad del cédigo y/o la veloci-
dad de ejecucion: NumeroABucles, NumeroSBucles, MonoShuffle y DiShuffle.
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Para aproximar los tiempos de ejecucién de las funciones se promedi-
aron los tiempos necesarios para procesar cada una de las tres secuencias
de prueba. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.2. Como se
observa en los graficos, s6lo nueve funciones tardan mas de un milisegundo
en procesar una secuencia. De éstas, dos (DiferenciaEstructuraSecundaria
y FrecuenciaMutacion) tardan aproximadamente 10 milisegundos. Las fun-
ciones que realizan analisis estadisticos son las que mas tiempo requieren,
superando los 4 segundos, y llegando a los 11 en el caso de zQ.

Como se pudo ver, las funciones que realizan pruebas estadisticas tenian
tiempos de ejecucion muy por encima del resto de las funciones. Tanto en
el caso de las pruebas de z-score como en las de Monte Carlo, se dividi6 el
trabajo de generar las secuencias aleatorias y extraer las caracteristicas de
éstas en distintos hilos de ejecucion.

Se volvieron a medir los tiempos luego de modificar los algoritmos. Los
tiempos de ejecucién antes y después de la paralelizacién se pueden ver en
la Figura 4.3 y la eficiencia, definida como la cantidad de hilos de ejecucion
(8) por el cociente entre el tiempo tardado despues de la paralelizacién so-
bre el tiempo tardado antes, en la Figura 4.4. Las pruebas se corrieron en
una computadora con un microprocesador Intel® Core(TM) i7-3770 CPU
@ 3.40GHz y 8 Gb de memoria RAM. Cabe aclarar que este procesador
cuenta con 4 nucleos reales y 4 virtuales, resultado de la tecnologia Intel®)
Hyper-Threading. Como se puede observar, en todos los casos la eficiencia es
superior al 75 % y los tiempos de cémputo se han podido reducir significati-
vamente.
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CandidatoSimetriaBultos
CandidatoNoEmparejado

CandidatoExtensionEmp...

CandidatoEmp
CandidatoDistanciaBucle
EntropiaParColumna
Conservaciond
Conservaciond
FrecuenciaDeMutacion
DiferenciaEstructurasec

MFEDiferencia
IndiceMFE4

IndiceMFE3

IndiceMFEZ

IndiceMFET
Entropiashannonajustata
ContenidoGCBucleTerminal
PromedioParesBasesTalla
ProparcionParesBases
BultosDeLongitud
BuclesDelongitud
PromedioBasesSBucles
PromedioBasesABucles
MaximaRegionSimetrica
MumeroBasessBucles
MNumeroBasesABucles
MumeroSBucles
NuimeroABUCIes
LangitudBucletMasLargo
MurmeroBultos
LongitudTallokasLargo
PromedioEmparejadosTallo
LongitudTallo
ProporcionMucleotidos
ProporcionDinucleotidos
ContenidoGeC

ProporcionElementogHuang
FroporcionesHuang
Tripletas

meec

pvalueEFE
paluehFE

Figura 4.2: tiempos de ejecucién.
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Tiempos de ejecucion
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Figura 4.3: tiempos de ejecuciéon antes y después de la paralelizacion.
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Figura 4.4: eficiencia de la paralelizacion
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Capitulo 5

Conclusiones y trabajos futuros

5.1. Conclusiones

La biblioteca desarrollada permite crear sistemas de clasificacion de miR-
NA de forma mas simple, ya que resuelve una gran parte del proceso previo
de extraccion de caracteristicas. La interfaz gréafica de usuario da la posibili-
dad a investigadores con poca experiencia en programacion, pasando por un
proceso de aprendizaje minimo, de aprovechar las funciones de la bibliote-
ca. La posibilidad de leer secuencias en formato fasta y guardar resultados
en formato csv hace que el software sea compatible con la mayor parte del
software utilizado en el campo.

Cabe senalar también que la revisién sistematica realizada sobre las car-
acteristicas utilizadas en el estado del arte, ademas de cumplir con uno de
los objetivos planteados al inicio del trabajo, es un producto secundario del
proyecto que tiene valor propio y no es sélo un paso intermedio de éste.

Los resultados de la biblioteca fueron comparados con los de otros au-
tores, por lo se puede confiar en que los procesos estan libres de errores y
siguen correctamente las especificaciones originales. Ademas, las pruebas de
desempeno arrojaron tiempos de ejecucion del orden de los milisegundos en
la mayoria de las funciones, lo que habilita el anélisis de grandes voliimenes
de datos sin tiempos excesivos de espera.

Asimismo, los resultados de la paralelizacion fueron muy positivos, mas
aun si se considera que el microprocesador contaba solo con 4 ntcleos reales,
y que los restantes hilos de ejecucion son virtuales.

Se espera que el aporte realizado con este proyecto facilite el estudio de la
utilidad y la relevancia de las caracteristicas utilizadas en el estado del arte,
ademas de permitir la experimentacién con distintos tipos de clasificadores
y métodos de entrenamiento.
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5.2. Trabajos futuros

Como se detallé al comienzo del documento, el alcance de este proyec-
to se limitaba al desarrollo de una biblioteca de extraccién de caracteristi-
cas. El préximo paso légico es la implementacion de un clasificador que,
aprovechando los descriptores que brinda la biblioteca, construya una base
de conocimiento para luego clasificar secuencias de miRNA.

Cabe senalar que no se implementaron procesos de extraccion de algu-
nas caracteristicas. El motivo principal es que los algoritmos son demasiado
complejos v no se encontrd un software libre que los implemente. A futuro
se pretende implementar estos métodos internamente en la biblioteca. La
lista de las caracteristicas que quedaron fuera de la biblioteca y las fuentes
bibliogréaficas correspondientes se presentan en el Anexo A.
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Apéndice A

Caracteristicas que no se
implementaron

» Distancia de pares de bases ajustada (dD): [24] y [2§]

» Segundo valor propio o valor propio de Fiedler (dF): [24], [2§]
y [36]

» Distancia de pares de bases ajustada normalizada (zD): [24],
[28] v [36]

= Segundo valor propio o valor propio de Fiedler normalizada
(zF): [24], [28] v [36]

» Entropia de la estructura (dS): [28], [16] y [36]

» Entalpia de la estructura (dH): [28], [16] y [36]

» Energia de fusién de la estructura (Tm): [28], [16] y [36]

» Entropia de la estructura ajustada (dS/1): [28], [16] y [36]
» Entalpia de la estructura ajustada (dH/1): [28], [16] y [36]]

» Energia de fusién de la estructura ajustada (Tm/1): [28], [16] y
[36]

» Estabilidad: [11]
» Estabilidad alternativa: [11]

» Caracteristicas orientadas a precursores de miltiple bucle: [16]
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