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Image Registration Measures and Chronic Osteoarthritis Knee Pain
Prediction: Data from the Osteoarthritis Initiative

Métricas de Registro de Imagenes y Prediccion de Dolor de Rodilla por Osteoartritis Cronica:
Datos de la Osteoarthritis Initiative

J. I. Galvdn-Tejada, C. E. Galvdn Tejada, F. E. Lopez-Monteagudo, O. Alonso-Gonzdlez, A. Moreno-Bdez, J. M. Celaya-Padilla,
L. A. Zanella-Calzada
Universidad Autdonoma de Zacatecas

ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is the most common type of arthritis, is a growing disease in the industrialized world. OA is an
incapacitate disease that affects more than 1 in 10 adults over 60 years old. X-ray medical imaging is a primary diag-
nose technique used on staging OA that the expert reads and quantify the stage of the disease. Some Computer-Ai-
ded Diagnosis (CADx) efforts to automate the OA detection have been made to aid the radiologist in the detection
and control, nevertheless, the pain inherits to the disease progression is left behind. In this research, it’s proposed
a CADx system that quantify the bilateral similarity of the patient’s knees to correlate the degree of asymmetry with
the pain development. Firstly, the knee images were aligned using a B-spline image registration algorithm, then,
a set of similarity measures were quantified, lastly, using this measures it’s proposed a multivariate model to pre-
dict the pain development up to 48 months. The methodology was validated on a cohort of 131 patients from the
Osteoarthritis Initiative (OAI) database. Results suggest that mutual information can be associated with K&L OAI
scores, and Multivariate models predicted knee chronic pain with: AUC 0.756, 0.704, 0.713 at baseline, one year,
and two years’ follow-up.

KEYWORDS: Osteoarthritis Initiative; biomarker; KellgrenLawrence grade; knee registration; pain prediction
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RESUMEN

La osteoartritis (OA) es el tipo de artritis mas coman. OA es una enfermedad limitante que afecta a 1 de 10 adultos
con 60 afios 0 mas. Las imagenes de rayos-x son una técnica de diagnostico primario que permite conocer el estado
de OA, las cuales el experto lee y cuantifica asi la etapa de la enfermedad. El Diagnostico Asistido por Computadora
(CADx, por sus siglas en inglés) ha buscado automatizar el diagnostico de OA para ayudar al radi6logo en la detec-
cion y control; sin embargo, el dolor provocado por la progresion de la enfermedad es dejado atras. En este trabajo
se propone un sistema de CADx que cuantifica la similitud bilateral de las rodillas de los pacientes, con el fin de
correlacionar el grado de asimetria con el dolor. Inicialmente, las imagenes de las rodillas fueron alineadas usando
el algoritmo B-spline para su registro, después, un conjunto de métricas estandar fue cuantificado; finalmente, con
estas métricas se propone un modelo multivariado para predecir el dolor de rodilla desarrollado en 48 meses. La
metodologia fue validada con 131 pacientes obtenidos de la base de datos de la Osteoarthritis Initiative (OAI). Los
resultados sugieren que las métricas pueden ser asociadas con los puntajes de KellgrenLawrence; ademas, los mo-
delos predicen significativamente el dolor cronico de rodilla con: AUC 0.756, 0.704 y 0.7113, al inicio, un afio y dos
anos después, respectivamente.

PALABRAS CLAVE: Osteoarthritis Initiative; biomarcador; grado KellgrenLawrence; predicciéon de dolor
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INTRODUCTION

There are over 200 different types of arthritis ™. Two
of the most common types are osteoarthritis and rheu-
matoid arthritis . Nowadays, Osteoarthritis (OA) is
the most common representative of arthritis, and a
growing disease in the industrialized world. Lifestyle
and habits appear to be the cause of increasing cases of
OA B3], This disabling disease conducts poor quality of
life to patients, becoming the quotidian activities into
painful tasks. This disorder affects at least 1 in 10
adults advanced in over 60 years, in the United States,
and is classified between the principal causes of med-
ical attention requests ©-81,

Due to its simplicity and broad base deployment,
X-ray medical imaging is a primary diagnose tech-
nique used on staging OA !, Expert radiologists evalu-
ate radiological evidence of x-ray images using several
radiological methods to establish this stage, some
bony changes such like the emergence of osteophytes,
anatomical changes or joint space narrowing (JSN) are
the main features observed to perform this task [.
This radiological features have not been fully studied
in association with the most common symptoms; pain
and stiffness o1, Correlate radiological evidence, and
a subjective late onset symptom as pain, is one of the
biggest challenges in OA.

Associations create information between the disorder
and its behavior looking for treatments or therapies for
OA. The Osteoarthritis Initiative (OAI) effort are bring-
ing information that will allow to comprend the dis-
ease behavior. OAI has collected a big quantity of clin-
ical data from OA patients, subjects with probably risk,
and control subjects under validated tests and stan-
dardized image assessment procedures.

Early diagnosis is key to treat the symptoms and the
treat the advance of the disease. Looking for a better
explanation of the pain as a complex symptom OA
researchers has developed different clinical tests as

KOOS and WOMAC B2151 and some atlas based on
image evaluation !¢, There are methods such as
KellgrenLawrence (K & L) or the OARSI grading scale
07 that are part of the radiological evaluation on
images, these methods depend on trained radiologist
and human criteria to determine stage and a path of
action b8 19,

Using bilateral x-ray images of knees from the open
databases OAI, the objective of this search is to cor-
relate measures obtained in an automated way with
knee chronic pain as the principal symptom, through
computational algorithms. Through recent image reg-
istration approaches P, three well known measures
of similarity between knees are obtained: mutual
information 4, correlation ®?, and mean squared
error 2, In a previous effort 3, these measures were
explored as a tool for association with K & L, one of the
most used OA grading tools. In a preliminary work, a
small group of patients was used to explore the asso-
ciation between the K & L scale and the error metrics
between the recorded images, that work suggested
that there could be a relationship that is dealt with
more broadly here 24,

Being chronic pain a late onset symptom, the use of
said measures as a risk factor may help to develop a
rapid diagnosis and a better treatment option. In this
work, the association between the automated mea-
sures and chronic knee pain is studied. Three different
time points are explored, the time of baseline visit, a
year after enrollment and two years after enrollment.
The three measures in multivariate predictive models
are explored, and the most significate variable in a
univariate predictive model is studied.

The results suggest a close relationship between mea-
sures from image registration and chronic pain in all
time points analyzed. All multivariate models using
all measures were predictive. Mutual information as a
univariate model obtained a better performance pre-
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dicting pain in two studied time points. Also, mutual
information maintains the relationship whit K & L in
all time points studied.

The main objective of this work is to have a first con-
tact with the use of registration tools for the early
detection of osteoarthritis of the knee, as already ana-
lyzed in previous works, the radiological evidence
evaluated by experts, determine that small changes
in the structure of the bone, are risk factors that can
be associated with the development of chronic knee
pain. That is why the measure of asymmetry becomes
relevant, since as it has been reported, the disease
appears with greater intensity in one of the patient's
knees. The hypothesis is that the greater the error in
the registry, the greater the deformation in one of the
knees.

This paper is organized as follows; after Introduction,
the Materials and Methods are explained, in Image
segmentation subsection, the process of the auto-
mated segmentation of the knees is presented, in
Image registration subsection, the registration of the
left knee into the right knee is explained, in Metric
quantification subsection, the equations for the mea-
sures extraction are exposed. In the Results and
Discussion section, the ROC curves with the numerical
results are presented, finally, the Conclusion.

MATERIALS AND METHODS
On this study population: Data used in the prepara-
tion ofthisarticle were obtained fromthe Osteoarthritis
Initiative (OAI) database, which is available for public
access at http://www.oai.ucsf.edu/datarelease/.

Being a pain prediction study, the chronic pain was
defined as the variable to look at. A cohort of 131
patients is used in this study; all patients should have
the baseline radiological study, and complete chronic
pain information. The selection criteria for the cohort
were:

Control patients were selected according to the crite-
ria of:

1. No clinical symptoms of knee pain, from
baseline to 60-month follow-up,

2. No symptomatic clinical OAI data, from baseline
to 60-month follow-up;

3. No analgesic NSAID intake, from baseline to
60-month follow-up.

Patients were selected according to the criteria of:

1. No clinical symptoms of knee pain at the initial
visit;
No analgesic NSAID intake at the reference visit;
Clinical symptomatic manifestation of chronic
pain in the right knee, at any time after the
reference visit until the 60-month follow-up.

Demographic information and statistical details of
the cohort are presented as follows: the total of patients
(F) were 131 (78), with an age range (S.D.) of 45-79
(10.41), an average height of 1678.15 (86.10) and an
average BMI (S.D) of 29.48 (5.11). From the total of
patients, 38 (15) were controls, with an age range of
45-78 (10.9), an average height of 1711.59 (82.71) and
an average BMI of 28.19 (3.78). The rest of the patients,
93 (63), were cases, with an age range of 45-79 (10.29),
an average height of 1663.43 (83.22) and an average
BMI of 30.04 (5.55).

FIGURE 1. Left and right knees input image,
ROl is delimited by a yellow rectangle.
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In this analysis, images and databases from OATI used
are: OAI is a multi-center, longitudinal, prospective
observational study of knee OA. The OAI will establish
and maintain a natural history database for osteoar-
thritis that will include clinical evaluation data, radio-
logical (x-ray and magnetic resonance) images, and a
bio-specimen repository from 4796 men and women
aged between 45 and 79 years old, enrolled between
February 2004 and May 2006”).

1. Bilateral knee x-ray images (contains bilateral
fixed-flexion knee radiographs).

2. JointSx00 ver 0.2.2 (contain questionnaire
results regarding arthritis symptoms in the knee;
arthritis-related joint function and disability;
and general health-related function and
disability in the baseline).

3. JointSx01 ver 1.2.1 (contain questionnaire
results regarding arthritis symptoms in the knee;
arthritis-related joint function and disability;
and general health-related function and
disability in the 12-month visit).

4. JointSx02 ver 2.2.2 (contain questionnaire
results regarding arthritis symptoms in the knee;
arthritis-related joint function and disability;
and general health-related function and
disability in the 24-month visit).

5. kXR_SQ_BUOO_SAS ver 0.7 (contains central
longitudinal readings of serial knee X-rays for
tibiofemoral radiographic OA in the baseline).

6. kXR_SQ_BUO1_SAS ver 1.7 (contains central
longitudinal readings of serial knee X-rays for
tibiofemoral radiographic OA in the 12-month
visit).

7. kXR_SQ _BUO03_SAS ver 3.6 (contains central
longitudinal readings of serial knee X-rays for
tibiofemoral radiographic OA in the 24-month
visit).

8. “Right knee symptom status” (combines past
thirty days and twleve months, used in OAI
definition of sympthomatic knee OA).

9. AllK & L scores were assessed by OAI Boston
University radiologist group using the standard
atlas for OA (25261,

In the bilateral images used for this work, left and
right knees are presented side by side. Per the high
dynamism of the knees, a direct comparison between
left and right knees images cannot be realized truth-
ful. Therefore, before the analysis an alignment of the
images must be performed.

The principal steps that were done in methodology:

1. The images of the patient’s knees are segmented
to delete undesired information,

2. The left knee is aligned/registered to the right
knee,

3. An evaluation of the similarity measures is
computed looking for the relationship between
the degree of similarity in both knees and the
disease phases.

Prior to image registration process, each image was
manually preprocessed. By the registration process, in
each image the region of interest (ROI) was attached to
avoid regions without meaningful information. In
Figure 1 from the input image the ROI is delimited by
a yellow rectangle.

In the process of ROI adjustment in each of the x-ray
images, was generated an individual image for rights
and lefts knees, afterwards, each image of the left
knee was reflected around the vertical axis to allow
the image registration procedure, finally, each pixel of
the image is submitted to a logarithmic transforma-
tion to improve the low intensity pixels ?7 28],

Image segmentation
The background noise and artifacts of the x-ray
images were eliminated by a method of automated
segmentation. By this method is created a segmenta-
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tion mask, then, the mask dismissed those pixels
under five level deviations based on the noise level of
the images. The segmentation in based to the mask
abstracts the knee bones structure and dismisses the
background. Finally, the region that was the largest
connected on the image was subjected to a hole filling
algorithm, based on dilatation and erosion, according
to the morphological functions to assure a solid sur-
face abstraction, using a 3x3 supporting region, as
defined in Equation 1:

S]L(x,}’)=(lf(x:y)@3(xJ’))eB(x'}’) (1)

Where S]? (x, ¥) and I]’.' (x, y)represent the segmented
and raw images for the ith view, and the jth side, left or
right and, @ and © are the grayscale dilatation and
erosion morpholoical operations, respectevely, and
B(x, y) is a 3x3 structural element.

Image registration

The procedure of the left knee image registration into
the right knee was performed based on the segmenta-
tion mask. Initially, the left knee image was reflected
and then co-registered with the image of the right
knee corresponding. An algorithm of B-Spline multi
resolution had the purpose of optimizing the Mattes
mutual data measures in the bilateral image registra-
tion 3%, Then, a deformable B-Spline transform was
used, this process based its function in the transfor-
mation of an image adjusting control points of a net in
base on a similarity measure maximization, this
method usually avoids local minimal in the parameter
search space and decreases computational time 332,

By the multi resolution method used, all images were
registered in the lowest resolution. In the near steps,
the transformation parameters are scaled to the higher
resolutions and is calculated again the parameter opti-
mization. Fort he 2D images that are involved in this
study, B-splines can be modeled by the tensor product
of the 1D cubic B-splines. A 2D rigid transformation

can be represented as in Equation 2, where r  rep-
resents the x and y coordinates of the pth pixel and
d(r,) the deformation it suffers.

T(r,) =1, +d(1) )

FIGURE 2. A) Checkerboard image of the unregistered
right to left knee, B) Checkerboard image of the
registered right to left knee. Red (left knee) and blue
(right knee) lines where draw over the edge of the knee
images to facilitate the graphical comparison.

The 2D deformation was modeled using the tensor
product of B, represented as d(rp) = <d* (), a r)>
using the tensor product of B, the nth-order B-splines,
as follows in Equation 3:

di(n) = 5 elif Go—0B Go=D )

Where d? (r) represents the deformation of the pth
pixel in the gth axis plane (x or y), c = c{,is the defor-
mation coefficient for the gth plane, and m_ is the knot
spacing in the gth direction. The deformation coeffi-
cients were estimated by maximizing the similarity
metric y, according to Equation 4:

¢= argmaqulj(sﬁight(x; y):Slieft(T(x' Vi C))) (4)

Then, the registration algorithm returned a transfor-
mation file, T(x,y). This file has the purpose of finding
a point in the left image according to each point (x,y)
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in the right image 133, Figure 2 shows the checkerboard
of the registered image output.

It is important to mention that Equation 4 was mini-
mized using the RegularStepGradientDescentOptimizer
function, from the ITK library 134, This function basi-
cally refers to the gradient descent minimizing method.

Metric quantification
Three meaningful measurements were calculated to
set the relationship between the registered image and
the target image. These measurements were mean
squared error (MSE), correlation coefficient and mutual
information 1351, These parameters are widespread uti-
lized to compare two different images 3¢,

The first parameter, MSE, is calculated according to
the Equation 5, which assumes that the images are the
same at registration, therefore, it is implicitly assumed
that do not exist differences between intensity levels.
The MSE parameter is sensitive to outliers, that is to
say, a small group of voxels characterized by having
high differences on the intensity levels. In this equa-
tion, F is the model image, R is the objective image
into the image and FT is the transformed image after
the registration.

MSE = — %%, 3Y_\[FT(i,j) — RGP 5)

In Equation 6 is calculated the Pearson’s correlation
coefficient (CC), which is a parameter that measures
the linear dependence between two different variables
onimages. R is the mean of the pixel R in the domain
(R, F) and F” is the mean of F” in the domain (R, F).

YR —R(F" —F,")

o \/Zi(Ri —Rn )2 \[Zi(FiT - FmT)Z

C

©)

In Equation 7 the mutual information (MI) is calcu-
lated, which obtains a parameter of probabilistic

dependence between two different intensity distribu-
tions. In this study is obtained the Shannon-Wiener
entropy measure H by this equation, where H(A) and
H(B) represent the entropies of the images A and B,
and H(A, B) represent the joint entropy.

MI(A,B) =H(A) + H(B) —H(A,B) @)

In Equation 8 is calculated H(A, B), which measures
how much uncertainty there is in the two random
variables A and B taken together; where p(a, b) denotes
the probability mass function considering two random
variables jointly distributed.

HAB) == pas(@b)logpas(ab) @
a,b

Statistical Analysis

All image registration measures were correlated with
the K & L score. For data analysis, three multivariate
searches were performed using the knee chronic pain
as an outcome variable. The time points evaluated for
chronic pain, in the 48-month, in each search were:
baseline visit (T0), one year after baseline (T1), and
two years after the baseline visit (T2).

To evaluate the predictive individual measures per-
formance, a logistic regression was performed accord-
ing to the binary outcome variable, which is repre-
sented as No pain = 0 and Chronic pain = 1. Using the
image registration measures individual variable, a
logistic regression was performed using To, T1, and T2
as an outcome.

They were developed general linear models, which
were analyzed later. Also, they were calculated the
odds ratios, and the area under the receiver operating
characteristic (ROC) curve (AUC) for each model.
Leave one out cross validation (LOOCV) was per-
formed. The parameter calculated, ROC, is a function
which generates a curve and is interpreted as a graph-
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ical representation of the sensitivity (taking values
from 0 to 1) and the specificity (taking values from 1 to
0) for a binary classifier or model system as the dis-
crimination threshold is varied, looking for the quan-
tity of true negatives and true positives, in order to
validate the model accuracy.

For the subsequent statistical analyzes was used the
free statistical software R and some of its packages 137

RESULTS AND DISCUSSION
Experimental results of the mutual information, cor-
relation, and mean squared error are presented in
Figure 3 for To, T1, and T2.

In Figure 4, ROC curves of mutual information, cor-
relation and mean squared error by time points To, T1
and T2, are displayed. Each multivariate model predic-
tive performance is presented for To, T1, and T2. In
Figure 5 ROC curves of multivariate models are dis-
played.

A chronic pain association study using image regis-
tration measures is presented for the first time. By
analyzing bilateral knee x-ray images the results can
be used to generate an automated knee evaluation
model for knee OA. Some other studies use image reg-
istration in OA, but not in X-ray, and not for the symp-
tom association [38-4°1,
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FIGURE 3. A) Mutual information, correlation and mean squared error in TO, B) Mutual information,
correlation and mean squared error in T1, C) Mutual information, correlation and mean squared error in T2.
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FIGURE 4. A) Mutual information ROC for TO, T1and T2. B) Correlation ROC for TO, T1and T2.
C) Mean squared error ROC for TO, T1and T2.

The mutual information shows a behavior downward
with respect to the increase in the K & L, in this exper-
iment the evaluation of K & L was not balanced so
apparently, the correlation and the mean square error
appear not to associate with K & L as shown in Figure
4 at To, T1 and T2.

After evaluating the predictive performance mea-
sures as individual variables, it is evident as is shown in
Figure 5, that the correlation and the mean square
error have no predictive power for themselves.

However, mutual information has better performance
than univariate models in To and T2, and their behav-
ior alone is very similar to the multivariate model in T1.

After evaluating the three multivariate models, we
can say that there is a close association between the
measures obtained automatically and chronic pain pre-
sented in the three time points observed. The predic-
tive power of the models presented in Figure 5 is very
similar but superior to the models obtained by radio-
logical information measured by expert radiologists 411,
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FIGURE 4. Multivariate models ROC curves A) TO, B) T1, and C) T2.

Multivariate models have acceptable performance in
their predictability based on the AUC, and then only
the model for T1 has a higher performance univariate
model, and is very similar.

There are limitations in the study. First, patient selec-
tion criteria make the study population decline as no
loss of information in databases. Also, pain is a subjec-
tive outcome that changes from person to person, and
its mechanism is not fully studied.

Given these limitations, we cannot generalize the find-
ingsand the external validation of the results is required
to assess the clinical applicability of the models.

On the other hand, it is important to mention that in
this work it was proposed the local image registration
method because, according to the work of Celaya et
al. 2 where a comparison for bilateral registration
mammography was performed, comparing different
types of registration in two images that theoretically
should present the same characteristics but, due to
the biological phenomena, they presented heteroge-
nous tissue, demonstrating that for this type of prob-
lem, which is very similar with the problem presented
here, the results obtained using this method were the
most robust, which allows to confirm the hypothesis
that the greater the error in the registry, the greater
the deformation in one of the knees.

The results suggest that measures of asymmetry
obtained from the image registration show a close
relationship with chronic pain development in patients
with OA. Also, they suggest that the use of measures
obtained automatically, can lead to the development
of a tool to set the stage of the disease in which there
is no human intervention. Also, suggest that the
mutual information can be used individually as a risk
factor for the future development of chronic pain as a
symptom of OA.

CONCLUSIONS

Of research results we can conclude that the use of
image registration in x-ray images has potential for the
development of automated setting step in which a
patient is OA tools. Also, the degree of asymmetry
between the knees, can lead to early diagnosis and
thus obtain a better prognosis for the patient on the
progression of the disease and its symptoms.

Due to the widespread use of x-rays, it opens a great
opportunity to get a support system for decision mak-
ing for the radiologist, even in places where there is no
access to advanced medical services.

The public health systems would benefit of an auto-
mated system, as in developing countries, where the
number of trained radiologists is limited, and the
workload to which they are exposed is too much.
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A system that allows the radiologist to decrease the
workload can lead to better diagnosis of patients and
thus controlling disease progression in patients with
signs of OA. The use of computational tools in medi-
cal science has a big impact, since these tools allow us
to handle a large amount of information accurately
and get results that are not possible with traditional
methods.

As future work is to expand the number of subjects,
and if possible, get data immunological bases from
other studies to corroborate the results obtained in
this work.

ACKNOWLEDGEMENTS
This work was partially supported by the Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), by Grant
16864 Ciencia Basica from CONACYT, Bioinformatics
work group from Tecnologico de Monterrey.

J. I. G.T. thanks to PROMEP for partially support his
doctoral studies, the second author wants to thank the
CONACYT, for the support under grant “CONACYT
Catedra 129 - Convocatoria 2016,

"The OAI is a public-private partnership comprised of
five contracts (N01-AR-2-2258; NO01-AR-2-2259;
N01-AR-2-2260; N01-AR-2-2261; N01-AR-2-2262) funded
by the National Institutes of Health, a branch of the
Department of Health and Human Services, and con-
ducted by the OAI Study Investigators. Private funding
partners include Merck Research Laboratories; Novartis
Pharmaceuticals Corporation, GlaxoSmithKline; and
Pfizer, Inc. Private sector funding for the OAI is man-
aged by the Foundation for the National Institutes of
Health. This manuscript was prepared using an OAI
public use data set and does not necessarily reflect the
opinions or views of the OAI investigators, the NIH, or
the private funding partners".



[1]

[2]

[3]

[4]

[51

[6]

[71

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA BIOMEDICA | Vol. 40 | No. 1| ENERO - ABRIL 2019

REFERENCES

Beasley J. Osteoarthritis and rheumatoid arthritis: conservative
therapeutic management. Journal of hand 255 therapy.
2012;25(2):163-172. DOI: 10.1016/j.jht.2011.11.001

Pearson MJ, Jones SW. Long non-coding RNAs in the regulation of
inflammatory pathways in rheumatoid arthritis and osteoarthritis.
Arthritis & Rheumatology. 2016. DOI: 10.1002/art.39759

Jones G, Cooley HM, Stankovich JM. A cross sectional study of the
association between sex, smoking, and other lifestyle factors and
osteoarthritis of the hand. The Journal of rheumatology.
2002;29(8):1719-1724.

Vrezas I, Elsner G, Bolm-Audorff U, Abolmaali N, Seidler A. Case-
control study of knee osteoarthritis and lifestyle factors consider-
ing their interaction with physical workload. International archives
of occupational and environmental health. 2010;83(3):291-300.
DOI: 10.1007/s00420-010-0536-0

O’Reilly S, Doherty M. Lifestyle changes in the management of
osteoarthritis. Best Practice & Research Clinical Rheumatology.
2001;15(4):559-568. DOI: 10.1053/berh.2001.0173

Arden N, Nevitt MC. Osteoarthritis: epidemiology. Best practice &
research Clinical rheumatology. 2006;20(1):3-25.
DOI: 10.1016/j.berh.2005.09.007

Agaliotis M, Fransen M, Bridgett L, Nairn L, Votrubec M, Jan S, et
al. Risk factors associated with reduced work productivity among
people with chronic knee pain. Osteoarthritis and Cartilage.
2013;21(9):1160-1169. DOI: 10.1016/j.joca.2013.07.005

White DK, Tudor-Locke C, Felson DT, Gross KD, Niu J, Nevitt M, et
al. Do radiographic disease and pain account for why people with
or at high risk of knee osteoarthritis do not meet physical activity
guidelines? Arthritis & Rheumatism. 2013;65(1):139-147.

Hayashi D, Guermazi A, Roemer FW. Radiography and computed
tomography imaging of osteoarthritis. Oxford Textbook of
Osteoarthritis and Crystal Arthropathy. 2016.

DOI: 10.1002/art.37748

Stutman D, Beck TJ, Carrino JA, Bingham CO. Talbot phase-con-
trast x-ray imaging for the small joints of the hand. Physics in med-
icine and biology. 2011;56(17):5697.

Kornaat PR, BloemJL, Ceulemans RY, Riyazi N, Rosendaal FR,
Nelissen RG, et al. Osteoarthritis of the Knee: Association between
Clinical Features and MR Imaging Findings 1. Radiology.
2006;239(3):811-817. DOI: 10.1148/radiol.2393050253

Roos EM, Lohmander LS. The Knee injury and Osteoarthritis
Outcome Score (KOOS): from joint injury to osteoarthritis. Health
and quality of life outcomes. 2003;1(1):64.

DOI: 10.1186/1477-7525-1-64

Roos EM, Roos HP, Lohmander LS. WOMAC Osteoarthritis Index—
additional dimensions for use in subjects with post-traumatic
osteoarthritis of the knee. Osteoarthritis and Cartilage.
1999;7(2):216-221. DOI: 10.1053/joca.1998.0153

Yang KA, Raijmakers N, Verbout A, Dhert W, Saris D. Validation of
the short-form WOMAC function scale for the evaluation of osteo-
arthritis of the knee. Bone & Joint Journal. 2007;89(1):50-56.

DOI: 10.1302/0301-620X.89B1.17790

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

Bellamy N, Buchanan WW, Goldsmith CH, Campbell J, Stitt LW.
Validation study of WOMAC: a health status instrument for mea-
suring clinically important patient relevant outcomes to antirheu-
matic drug therapy in patients with osteoarthritis of the hip or
knee. The Journal of rheumatology. 288 1988;15(12):1833-1840.

Altman R, Asch E, Bloch D, Bole G, Borenstein D, Brandt K, et al.
Development of criteria for the classification and reporting of
osteoarthritis: classification of osteoarthritis of the knee. Arthritis
& Rheumatism. 1986;29(8):1039-1049.

DOI: 10.1002/art.1780290816

Duryea J, Li J, Peterfy C, Gordon C, Genant H. Trainable rule-based
algorithm for the measurement of joint space width in digital
radiographic images of the knee. Medical physics. 2000;27(3):580-
591.DO0I: 10.1118/1.598897

Pathria M, Sartoris D, Resnick D. Osteoarthritis of the facet joints:
accuracy of oblique radiographic assessment. Radiology.
1987;164(1):227-230. DOI: 10.1148/radiology.164.1.3588910

Kornaat PR, Ceulemans RY, Kroon HM, Riyazi N, Kloppenburg M,
et al. MRI assessment of knee osteoarthritis: Knee Osteoarthritis
Scoring System (KOSS)—inter-observer and intra-observer repro-
ducibility of a compartment-based scoring system. Skeletal radiol-
0gy. 2005;34(2):95-102. DOI: 10.1007/s00256-004-0828-0

Zitova B, Flusser J. Image registration methods: a survey. Image
and vision computing. 2003;21(11):977-1000.
DOI: 10.1016/50262-8856(03)00137-9

Pluim JP, Maintz JA, Viergever MA. Mutual-information-based reg-
istration of medical images: a survey. IEEE transactions on medical
imaging. 2003;22(8):986-1004. DOI: 10.1109/TMI.2003.815867

Brown LG. A survey of image registration techniques.
ACMcomputing surveys (CSUR). 1992;24(4):325-376.
DOI: 10.1145/146370.146374

Galvan-Tejada JI, Celaya-Padilla JM, Trevifio V, Tamez-Pefia JG.
Knee osteoarthritis image registration: data from the
Osteoarthritis Initiative. In: SPIE Medical Imaging. International
Society for Optics and Photonics; 306 2015. p. 94143C-94143C.
DOI: 10.1117/12.2082426

Galvan-Tejada J.1., Galvan-Tejada C.E., Celaya-Padilla J.M.,
Delgado-Contreras J.R., Cervantes D., Ortiz M. (2016) Automated
Image Registration for Knee Pain Prediction in Osteoarthritis: Data
from the OAIL In: Martinez-Trinidad J., Carrasco-Ochoa J., Ayala
Ramirez V., Olvera-Lépez J., Jiang X. (eds) Pattern Recognition.
MCPR 2016. Lecture Notes in Computer Science, vol 9703. Springer,
Cham. DOI: 10.1007/978-3-319-39393-3 33

Kellgren JH, Jeffrey MR, Ball J. The epidemiology of chronic rheu-
matism: a symposium. vol. 2. FA Davis Company; 1963.

Kellgren J, Lawrence J. Radiological assessment of osteo-arthrosis.
Annals of the rheumatic diseases. 1957;16(4):494.

Jourlin M, Pinoli JC. A model for logarithmic image processing.
Journal of microscopy. 1988;149(1):21-35.
DOI: 10.1111/j.1365-2818.1988.tb04559.x




J.1. Galvan-Tejada et al. Image Registration Measures and Chronic Osteoarthritis Knee Pain Prediction: Data from the Osteoarthritis Initiative 13

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]
[35]

Jourlin M, Pinoli JC. Image dynamic range enhancement and stabi-
lization in the context of the logarithmic image processing model.
Signal processing. 1995;41(2):225-237.

DOI: 10.1016/0165-1684(94)00102-6

Shannon CE. A mathematical theory of communication. ACM
SIGMOBILE Mobile Computing and Communications Review.
2001;5(1):3-55. D0I: 10.1145/584091.584093

Celaya-Padilaa JM, Rodriguez-Rojas J, Trevino V, Tamez-Pena JG.
Local image registration a comparison for bilateral registration
mammography. In: IX International Seminar on Medical
Information Processing and Analysis. International Society for
Optics and Photonics; 2013. p. 892210-892210.

DOI: 10.1117/12.2035516

Illescas MB, Menéndez CL, Rodriguez MR, Quintero RF. Nuevos cri-
terios ASAS para el diagnéstico de espondiloartritis. Diagnostico de
sacroileitis por resonancia magnética. Radiologia. 2014;56(1):7-15.
DOI: 10.1016/j.rx.2013.05.004

Rueckert D, Sonoda LI, Hayes C, Hill DL, Leach MO, Hawkes DJ.
Nonrigid registration using free-form deformations: application to
breast MR images. IEEE transactions on medical imaging.
1999;18(8):712-721. DOI: 10.1109/42.796284

Celaya-Padilla J,Martinez-Torteya A, Rodriguez-Rojas J, Galvan-
Tejada J, Trevifio V, Tamez-Pefia J. Bilateral image subtraction and
multivariate models for the automated triaging of screening mam-
mograms. BioMed research international. 2015;2015.

DOI: 10.1155/2015/231656

Ibanesz, Luis, et al. The ITK software guide. 2005.

Crum WR, Hartkens T, Hill D. Non-rigid image registration: theory
and practice. The British Journal of Radiology. 2014.
DOI: 10.1259/bjr/25329214

[36]

[371

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

Guo Y, Suri J, Sivaramakrishna R. Image registration for breast
imaging: a review. In: Engineering in Medicine and Biology
Society, 2005. IEEE-EMBS 2005. 27th Annual International
Conference of the. IEEE;330 2006. p. 3379-3382.

DOI: 10.1109/IEMBS.2005.1617202

Team RC. The R project for statistical computing. Available at:
www R-project org/ Accessed October.332 2014;31:2014.

Rogers BP, Haughton VM, Arfanakis K, Meyerand ME. Application
of image registration to measurement of intervertebral rotation in
the lumbar spine. Magnetic resonance in medicine.
2002;48(6):1072-1075. DOI: 10.1002/mrm.10319

Lynch JA, Peterfy CG, White DL, Hawkins RA, Genant HK. MRI-
SPECT image registration using multiple MR pulse sequences to
examine osteoarthritis of the knee. In: Medical Imaging’99.
International Society for Optics and Photonics; 1999. p. 68-77.
DOI: 10.1117/12.348626

Bron EE, van Tiel J, Smit H, Poot DH, Niessen WJ, Krestin GP, et al.
Image registration improves human knee cartilage T1 mapping
with delayed gadolinium-enhanced MRI of cartilage (AGEMRIC).
European radiology. 2013;23(1):246-252.

DOI: 10.1007/s00330-012-2590-3

Galvan-Tejada JI, Celaya-Padilla JM, Trevifio V, Tamez-Pefia JG.
Multivariate radiological-based models for the prediction of future
knee pain: Data from the OAI. Computational and mathematical
methods in medicine. 2015;2015. DOI: 10.1155/2015/794141

Celaya Padilla, José M., et al. Local image registration a comparison
for bilateral registration mammography. En IX International
Seminar on Medical Information Processing and Analysis.
International Society for Optics and Photonics, 2013; 8922:

892210. DOI:10.1117/12.2035516




m REVISTA MEXICANA DE
ARTICULO DE INVESTIGACION I b

Vol. 40 | No. 1| ENERO - ABRIL 2019 | pp 113 BlomEdlCa

dx.doi.org/10.17488/RMIB.40.1.2 E-LOCATION ID: €201823

Prototipo de Silla de Ruedas Dirigida Usando Parpadeos
A Wheel Chair Prototype Moved by means of Eye Blinks

M. M. Morin-Castillo, A. Santilldn-Guzmdan, S. L. Sainos-Gonzdlez, J. J. Oliveros-Oliveros
Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla

RESUMEN

El presente trabajo describe un prototipo de una silla de ruedas que es dirigido hacia enfrente y hacia atras usando
2 0 3 parpadeos, respectivamente, y es detenido cuando se alcanzan ciertos niveles de atencion. El objetivo princi-
pal es que las personas que tienen discapacidad motora en sus extremidades puedan usarlo para desplazarse y les
brinde autonomia. Para captar la sefial de los parpadeos, se utilizo la diadema MindWave Mobile de Neurosky. Se
implemento6 un circuito electrénico en conjunto con Arduino que permite complementar la ejecucion del acciona-
miento del prototipo. El prototipo se prob6 con 10 personas cuyas edades oscilan entre 20 y 35 afios. Los resultados
muestran que, en un 80% de los casos, el prototipo se mueve correctamente. La gran ventaja del presente trabajo es
que la interfaz cerebro-computadora con la que cuenta este prototipo no requiere entrenamiento previo del sistema,
por lo cual, puede ser usado por cualquier persona. Ademas, su costo es mas accesible comparado con otros dispo-
sitivos para el mismo fin.

PALABRAS CLAVE: interfaz cerebro-computadora; prototipo; parpadeos
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ABSTRACT

The present work describes a prototype of a wheel chair directed by means of eye blinks, which can be moved
forwards, and backwards using 2 or 3 eye blinks, respectively, and stopped when a certain attention level is met.
The main objective of this work is to help people, who have motor disabilities on their arms and legs, move and
have autonomy. In order to register the eye blinking signals, the MindWave Mobile device from Neurosky was used.
Moreover, an electronic circuit in combination with Arduino has been used to make the prototype work. This pro-
totype has been tested in 10 healthy people from 20 to 35 years old. According to the results, in 80% of the cases
the prototype worked correctly. The main advantage of the present work is that the brain-computer interface, which
is part of the prototype, does not require training, and hence, it could be used by most of the people. Moreover, its
cost is less than similar devices.

KEYWORDS: brain-computer interface; prototype; eye-blinks
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INTRODUCCION

La electroencefalografia (EEG) es una técnica no
invasiva para el estudio de la actividad eléctrica del
cerebro, tanto en sujetos sanos, como en pacientes que
padecen epilepsia, Parkinson u otras enfermedades ™
2, Es bien sabido que el cerebro consiste en dos hemis-
ferios, los cuales se subdividen en cuatro lébulos
(Frontal, Parietal, Temporal, Occipital) y la corteza
cerebral, la cual es una capa de tejido gris donde se
producen sefiales espontaneas, conocidas como rit-
mos. Estos se encuentran ubicados en ciertas bandas
de frecuencia, y dependiendo de la actividad que se
esté realizando pueden ser registrados, a través de sis-
temas EEG "4, Para referirse a los ritmos se usan letras
griegas; siendo los mas comunes delta, theta, alpha y
beta. Cuando se registran las sefales cerebrales éstas
son acompanadas por distorsiones fisiologicas (produ-
cidas por el sujeto/paciente en estudio) o técnicas (pro-
ducidas por el sistema de medicién). Entre las fisiolo-
gicas estan: Movimientos oculares, parpadeos, movi-
mientos musculares, latido cardiaco, entre otras. En
cuanto a las distorsiones técnicas, la mas comun es la
que produce la linea de alimentacion, que puede ser de
50 0 60 Hz, dependiendo del area geografica en donde
se realice la medicién 57!, Generalmente, las sefales
contaminadas con distorsiones son filtradas usando
filtros pasa-bajas o pasa-bandas, o mediante técnicas
mas complejas como la de analisis de componentes
independientes (ICA, por sus siglas en inglés) para
obtener una senal limpia a ser analizada posterior-
mente, como se describe en %819, En cualquier caso, la
idea es obtener una senal cerebral limpia para conti-
nuar con su analisis y procesamiento. En el presente
trabajo, sin embargo, se utilizan cierto tipo de distor-
siones fisiologicas (parpadeos), las cuales son usadas
como informacion de entrada para mover el prototipo
de silla de ruedas, en forma remota. Para ello se ha
desarrollado un circuito que permite la interfaz entre
los parpadeos y el prototipo de silla de ruedas para
que, dependiendo del nimero de parpadeos, éste se
pueda desplazar hacia adelante o atras; ademas, se

utilizan los niveles de atencion para detener la silla. La
importancia de desarrollar este tipo de dispositivos es
que son de gran ayuda a las personas que padecen una
discapacidad motriz, en ambas extremidades, y que
solamente son capaces de mover los musculos faciales
y los ojos. Las personas con este problema, tienen una
fuerte dependencia de las personas mas cercanas a
ellos, y por ende, tienen poca autonomia.

Existen en el mercado sillas de ruedas acompanadas
con exoesqueletos que ayudan a tener una mejor cali-
dad de vida de las personas con discapacidad motora.
Un ejemplo de estos es ROKI, el cual es un aparato que
se coloca en las piernas de las personas con discapaci-
dad, dandoles soporte para levantarse y volver a
caminar. De esta manera sirve como terapia de reha-
bilitacion. Tiene un peso de 13 kg, aproximadamente
(detalles de su funcionamiento se muestra en la
publicaciéon de Milenio ). Este tipo de dispositivos
resultan utiles para personas con problemas motores
en sus extremidades inferiores, pero que no presen-
tan disfuncionalidad en sus miembros superiores,
pudiendo asi cargar ellos mismos el exoesqueleto y
reincorporarse a su vida cotidiana después de unos
dias de terapia. No se requiere ningin entrenamiento
del sistema de control; sin embargo, su costo resulta
poco accesible para quienes han perdido movilidad
en sus miembros inferiores.

Como se mencion6 anteriormente, el presente tra-
bajo presenta un prototipo de silla de ruedas que
tiene como finalidad ayudar a personas con discapa-
cidad en miembros superiores e inferiores basandose
en una interfaz cerebro-computadora (Brain-Computer
Interface, BCI, en inglés) con la cual se puede dirigir el
prototipo de silla de ruedas usando el movimiento de
los ojos (parpadeos).

Generalmente, las interfaces cerebro computadora
usan sefiales evocadas en las que una vez que se hace
una extraccion de propiedades de las sefiales, se hace
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una clasificacién de las mismas y posteriormente
mediante algoritmos especificos se toma una decision
para poder controlar algan dispositivo. Todo ello con-
lleva un entrenamiento del sujeto/paciente en estudio
para que los algoritmos se adapten a sus propias sefia-
les. Esto requiere de tiempo y de ajuste de parametros
para que el sistema BCI se adapte a cada sujeto/paciente,
como en Wolpan y otros 23!, En Pantech solutions 4,
se describen algunos proyectos en donde la diadema
MindWave Mobile de Neurosky 13}, 1a cual cuenta con un
electrodo frontal y uno de referencia y misma que se
usa en el presente trabajo, es utilizada para controlar
diversos dispositivos a través de las sefiales de atencion
y meditacion que el electrodo capta. Una aplicaciéon
mas usando esta diadema se presenta en Calderén
Martinez et at !, en donde este tipo de BCIs no requie-
ren de entrenamiento previo de los sujetos que la usen,
lo cual representa una ventaja en tiempo y compleji-
dad. Sin embargo, en este caso, para mover al carrito
hacia la derecha, éste debe moverse primero a la
izquierda con dos parpadeos, luego otros dos parpa-
deos regresan las llantas en posicion recta y finalmente
con otros dos parpadeos se mueve a la derecha. Esto
podria ser una desventaja si se quiere que el carrito se
desplace hacia la derecha en cierto momento y éste no
puede ser dirigido inmediatamente sino hasta que la
secuencia antes mencionada sea ejecutada.

En el trabajo de Yan Zhi 7 se realiza la caracteriza-
cion de la senal de parpadeo para usarla como una
toma decision, para posteriormente usar el modulo
TGAM del dispositivo Neurosky y realizar el desplaza-
miento del carro. En el presente trabajo, para evitar el
entrenamiento del sistema y contrarrestando la des-
ventaja antes mencionada, se usan los parpadeos para
dirigir un prototipo de silla de ruedas hacia enfrente y
atras, ylos niveles de atencion para detenerlo, teniendo
en cuenta un determinado namero de paquetes de
datos, enviados a través de la diadema usada. De esta
manera, los movimientos se realizan casi en forma
inmediata y son independientes uno de otro.

En la siguiente seccion se presenta la caracterizacion
de las senales usadas para la BCI propuesta.
Posteriormente, se describe el sistema como tal, asi
como los resultados obtenidos y la discusion de los
mismos. Finalmente, se enuncian las conclusiones y lo
que se puede hacer en un futuro.

Movimientos oculares verticales

Los movimientos oculares verticales son movimien-
tos naturales en las personas (conocidos también
como parpadeos), los cuales se producen cuando se
abren y cierran los ojos y son registrados por el EEG.
Como se menciond anteriormente, este tipo de movi-
mientos pertenecen a la categoria de artefactos o dis-
torsiones fisiologicas y se registran tanto en personas
sanas como en personas enfermas, como muestran
Tatum IV et al en % e Ille en !, Los parpadeos pueden
ser facilmente reconocidos debido a que tienen gran
amplitud y se observan en el EEG principalmente en
los electrodos frontales. Este tipo de distorsiones se
reflejan en las bandas delta y theta, y, generalmente,
son eliminadas, ya que se consideran senales de inter-
ferencia que afectan la medicion. Cabe mencionar que
existen diferentes métodos para eliminar este tipo de
distorsiones, como por ejemplo aplicando una combi-
nacién de ICA con un filtro de tipo Wiener como lo
describen Heute y Santillan en 8. Sin embargo, en
este trabajo, son los parpadeos las sefiales que se usa-
ran para desplazar el prototipo de silla de ruedas. De
esta manera, la persona que desplazara el prototipo
usando la diadema, no requiere de entrenamiento para
poder mandar alguna instruccion a cualquier disposi-
tivo externo, como se hace cominmente en las interfa-
ces cerebro-computadora. Esto representa una ventaja
en cuanto al tiempo de uso y control del dispositivo.
Ademas, los parpadeos entre los diferentes sujetos no
presentan cambios sustanciales, por lo que cualquier
persona que presente alguna discapacidad de movi-
miento de sus extremidades puede usarlo y con el uso
de sus ojos puede lograr mover o controlar algtin dis-
positivo en forma remota.
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Caracterizacion de las seiiales

Como primer paso, previo al desarrollo del algoritmo
para mover el prototipo de silla de ruedas, se caracte-
rizaron las senales provenientes de la diadema
MindWave Mobile de Neurosky. Dicha diadema consta
de un electrodo frontal y uno de referencia (posicio-
nado en el 16bulo de la oreja). El electrodo es capaz de
registrar las ondas cerebrales delta, theta, alpha, beta
y gama (3-100 Hz), con una frecuencia de muestreo de
512 Hz. Ademas, registra los niveles de meditacién y
atencioén, y cuenta con un moédulo Bluetooth para
lograr la comunicaciéon con la computadora o con
algan otro dispositivo.

Para conocer las caracteristicas de las senales que
proporciona la diadema de Neurosky, se realizaron
pruebas con 10 sujetos (4 mujeres, 6 hombres) de un
rango de edad de 20 a 35 anos, como se observa en la
Tabla 1. Cabe mencionar que todos los sujetos de
prueba otorgaron su consentimiento informado para
poder realizar las pruebas.

Siguiendo el mismo protocolo, a cada sujeto se le
pidid que realizara lo siguiente:

» Ponerse en posicion comoda y relajada.

»  Realizar parpadeos normales.

»  Realizar parpadeos provocados o forzados
(considerando parpadeos rapidos y parpadeos
con mas duracion de lo usual).

»  Realizar movimientos de ojos a la izquierda y
derecha.

»  Realizar movimientos de cabeza (izquierda,
derecha, arriba, abajo).

»  Realizar gestos (fruncir el ceno, levantar cejas,
fruncir nariz y fingir sonrisa).

Los parpadeos normales son los que se realizan de
manera natural, con una amplitud promedio de
800x10-6 V y una duracion de aproximadamente 0.3s.
Por otro lado, los parpadeos provocados o forzados son

aquéllos que se realizan voluntariamente cerrando los
ojos con mayor fuerza y duracion que los parpadeos
normales.

Se utiliz6 el software Open Vibe ' para el registro de
las sefales obtenidas con la diadema MindWave Mobile
de Neurosky. Para analizar los datos adquiridos se uti-
liz6 el lenguaje de programacion MATLAB, con el cual
se caracterizaron las sefnales registradas (amplitud y
duracion de los parpadeos).

TABLA 1. Registro de sujetos para caracterizar la seial.

REGISTRO DE SUJETOS
PARA CARACTERIZAR LA SENAL

EDAD #SUJETOS #MUJER #HOMBRE
20 afios 1 0 1
23 afios 2 1 1
25 afios 1 0 1
27 aiios 1 1 0
29 afios 2 1 1
31 afios 1 0 1
33 afios 1 0 1
35 afios 1 1 0

Se realizaron pruebas como las de movimiento de
cabeza, movimientos horizontales de ojos y gestos,
con la finalidad de caracterizarlas y evitar una falsa
deteccion de parpadeos forzados. Dichos movimientos
son los que mas pueden incidir o afectar la medicién.

Asimismo, para caracterizar los niveles de atencion de
los sujetos de estudio, se les pidi6 concentrarse en algo,
mirar un punto fijo y hacer respiraciones profundas.

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de las sefiales
registradas para su caracterizacion. Como se observa
en la Figura 1a, el parpadeo normal, mostrado entre los
segundos 4 y 6, tiene una duracion aproximada de 0.2s
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y una amplitud de 800x10°°V. Los parpadeos forzados,
mostrados en la Figura 1b, se presentan en los primeros
2 segundos, entre los segundos 6 y 10 y entre los segun-
dos 14 y 16. En los tres casos, la duracién promedio es
de hasta 0.4s, y su amplitud es de hasta 2000x10°V. La
Figura 1c presenta movimientos horizontales de ojos
en los primero dos segundos, entre los segundos 10 y
12 y entre los segundos 14 y 16. Su morfologia es pare-
cida a los parpadeos normales, pero de menor amplitud
(aproximadamente 600x10°V) y mayor duracion (0.3s).
En la Figura 1d se grafica el movimiento de cabeza, el
cual se observa entre los segundos 2 y 4, teniendo una
amplitud mayor de poco mas de 900x10°V y una dura-
cion de 0.6s. Finalmente, en la Figura 1e se presentan
los gestos producidos por el sujeto en estudio. En este
caso, los gestos son observados a lo largo de los 16s, con
una amplitud de hasta 2000x10°V. Dadas todas estas
caracteristicas, se puede observar que los parpadeos
forzados tienen una mayor amplitud comparada con los
parpadeos normales, movimientos horizontales de ojos
y movimientos de cabeza; y pueden tener una amplitud
similar con los gestos. Sin embargo, dada la duracién de
dos o tres parpadeos forzados (mismos que son usados
para mover el prototipo hacia adelante o hacia atras), es
distinta que la de los gestos, por lo que con ello se evita
tener una falsa deteccion.

La tarjeta Arduino cuenta con ciertos protocolos para
la lectura de las sefiales EEG provenientes de la dia-
dema MindWave Mobile de Neurosky, el cual las clasi-
fica de la siguiente manera:

»y  1x10-6-50x10-6V: Niveles normales.

» 50x10-6-80x10-6V: Niveles de Atencion o
Meditacion.

»y 80x10-6- 240x10-6V: Parpadeos.

»  240x10-6-255x%10-6V: No hace contacto la
diadema.

Se analizaron y compararon las mediciones de los par-
padeos en Arduino con los datos recopilados con Open

Vibe. En la Figura 2a se muestra la senal del electrodo.
Entre los segundos 15 y 20, asi como entre los segundos
30 y 35, se observan parpadeos forzados. Cuando la
sefial del electrodo muestra un valor de hasta
2000x10-6V, la sefial de deteccion de parpadeos forza-
dos (Figura 2b), alcanza un valor de hasta 240x10-6V,
que, de acuerdo a la clasificacion anterior corresponde
a un parpadeo. La sefial correspondiente a la deteccion
de los parpadeos es la que se considera para el algo-
ritmo propuesto y descrito en la siguiente seccion.

La duracion de los parpadeos, por su parte, esta dada
por una funcién de Arduino establecida por Neurosky,
la cual muestra el tiempo de recepcion de datos. En
este caso, se hace uso de ella para determinar la dura-
cion de un parpadeo forzado. Se realizaron las pruebas
mencionadas anteriormente (parpadeos normales,
forzados, movimientos horizontales de ojos, movi-
mientos de cabeza y gestos) a los 10 sujetos y se obtuvo
el promedio de amplitud y duracion entre todos ellos.

A su vez se corrobord la presencia de parpadeos nor-
males y forzados mediante el calculo de la varianza y
desviacion estandar de las senales.

De esta forma se pudo determinar la amplitud y dura-
cion promedio de los parpadeos forzados, tomando en
cuenta las amplitudes y duracion que provee Arduino.
Analizando los datos se concluyé que un parpadeo
forzado valido tiene una amplitud de 85x10°V a
240x10°°V y una duracion promedio de 0.4s (un parpa-
deo) a 1.2s (3 parpadeos).

De acuerdo a la senal del electrodo de la Figura 2a,
entre los segundos 15 y 20 se muestran dos parpadeos
forzados. En la Figura 2b, en esos mismos segundos se
observan 4 lineas, indicando que se han detectado 4
parpadeos. Sin embargo, solamente 2 de las 4 lineas
que se muestran son considerados como parpadeos
forzados validos de acuerdo a la clasificacién previa-
mente mencionada.
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FIGURA 1.Sefales obtenidas de un sujeto con la diadema MindWave Mobile de Neurosky:

a) Parpadeo normal; b) Parpadeo forzado; c) Movimientos horizontales de ojos; d) Movimientos de cabeza; e) Gestos.
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FIGURA 2. Sefal de un sujeto obtenida con la diadema MindWave Mobile de Neurosky:

a) Parpadeo forzado; b) Deteccion de parpadeo forzado.

Descripcion del sistema

Una vez caracterizadas las senales a utilizar, éstas se
usaran para desplazar el prototipo hacia adelante o
hacia atras. Ademas, se usaran los niveles de atenciéon
para detener el prototipo. La Figura 3 muestra el dia-
grama a bloques que representa graficamente la
secuencia de como esta conformado el sistema o la
interfaz cerebro-computadora.

Primeramente, se utiliza la diadema MindWave Mobile
de Neurosky para hacer el registro de la actividad eléc-
trica del cerebro. Como se mencion6 anteriormente, con
dicha diadema es posible detectar también los parpa-
deos. Para la adquisicion de los datos, se us6 una tarjeta
Arduino Uno de la marca ATmega328 descrita en 2%, que
es una tarjeta microcontrolador con un hardware y sof-
tware flexible, de lenguaje C para su programacion
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FIGURA 3. Diagrama a bloques del sistema.

(Arduino Programming Languagey Arduino Development
Environment). Para el presente trabajo se usé un pro-
grama base que Neurosky proporciona de su dispositivo
MindWave en Arduino Uno, el cual se basa en usar los
niveles de atencion registrados con la diadema para
encender una serie de 10 LEDs. Se instrument6 un cir-
cuito electronico, el cual se muestra en la Figura 4, que
incluye un moédulo bluetooth HC-05 para la recepcion
de datos, un dispositivo L293D, el cual es un puente H
dual para el doble giro del motor y cuatro LEDS indica-
dores, los cuales se encenderan dependiendo del
namero de parpadeos forzados que se contabilicen o si
los niveles de atencion alcanzan cierto umbral. El proto-
tipo se accionara de la siguiente manera:

» 1 parpadeo forzado valido, hay una deteccién de
un parpadeo valido e inicia el incremento del
namero de paquetes (LED amarillo encendido);

» 2 parpadeos forzados validos, prototipo avanza
hacia adelante (LED verde encendido);

» 3 parpadeos forzados validos, prototipo
retrocede (LED rojo encendido);

»  Niveles de atencién superior a 50x10-6V, el
prototipo se detiene (LED blanco encendido,
LEDs restantes, apagados).

El motor utilizado para mover el prototipo, fue un DC
R14o0, el cual cuenta con las siguientes caracteristicas:

y Tension: 1.5 ~ 3V.

»  Velocidad (1.5V): 5700 / min.
»  Velocidad (2V): 8200 / min.

» Velocidad (3V): 12400 / min.
»  Conmutacién: Con cepillo.

»  Torque: 0.07kg / cm.

» Consumo con Carga: 0.7A.

»  Consumo sin Carga: 0.370A.

Se ocup6 un juego de 5 engranes para dar una mejor
potencia en el desplazamiento del prototipo, como se
ve en la Figura 5 y como se describe a continuacion:

- Alimentacién (pila 9v)
Médulo
»| Bluetooth
Arduino UNO HC-05
[ ]
(o)
[ ]
S O
[ ]
(o)
=
O
e
O
Dispositivo
L293D >
MOTOR DC 2
]

FIGURA 4. Circuito electronico.
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» 1 engrane de pifién (0.025m de diametro);

» 4 de engranaje recto con pifiéon (0.025m de
diametro y base 0.015m);

y 2 ejes.

Todo se monto a una base de madera con 12 tornillos,
mas un tornillo con tuerca con el cual se sujeta a la
parte inferior del prototipo.

FIGURA 5. Montaje del sistema mecanico:
Motor y engranes.

Dentro de los protocolos dictados por el sistema
Thinkgear ©?1, el cual es el microchip de Neurosky
implementado en la Diadema utilizada, se adquiere la
informacion del sensor de la diadema por un flujo de
paquetes, los cuales van de 4 a 173 bytes. El tiempo
estimado de la entrega de cada paquete de datos es
aproximadamente menos de 7-8x103s. En Arduino, es
valido un paquete de datos que tiene un valor de 170
bytes con una longitud de carga til mayor a 32 bytes
para iniciar la adquisicién.

Usando la tarjeta Arduino, se obtiene la senial del elec-
trodo (SE) global, atencién y meditacion, las cuales se
tomaron en cuenta para la ejecucion del prototipo. Se
contabilizo el nimero de paquetes para llevar a cabo
las diversas acciones del prototipo: Hacia enfrente,

hacia atras, o detencién. Se determind que el nimero
de paquetes que mejor funciona para el accionamiento
del prototipo es de 20.

El sistema de accionamiento del prototipo funciona de
la siguiente manera: Una vez colocada la diadema
MindWave, asi como el electrodo en la parte frontal, se
hace la conexién con el Arduino y la computadora
(Arduino-diadema) a través de bluetooth y se comienzan
a recolectar datos. Como se mencion0, para mover el
prototipo se necesitan 2 o 3 parpadeos forzados. Estos
deben estar en un rango de 85 a 240x10°V de amplitud
y tener una duracion de entre 0.4 a 1.2s (dependiendo
el nimero de parpadeos). Si ambas condiciones se
cumplen, inicia el conteo de parpadeos y paquetes. Con
el primer parpadeo valido, el LED amarillo se enciende
indicando que el nimero de paquetes comienza a
incrementarse. Este estado permanece asi hasta que el
namero de paquetes es igual a 20, en donde se hace un
conteo nuevamente del nimero de parpadeos validos.
Si el total de éstos es igual a 2, entonces el prototipo
avanza hacia enfrente y el LED indicador verde enci-
ende. Si son tres los parpadeos validos, el LED indica-
dor rojo enciende y el prototipo avanza hacia atras.
Cuando el nimero de paquetes es mayor a 20, todos los
contadores se reinician (contador de parpadeos y de
paquetes). El nimero de paquetes vuelve a incrementa-
rse cuando las condiciones de amplitud y duracion se
cumplen, repitiéndose el ciclo hasta que la diadema es
desconectada. Los niveles de atencion se validan cada
20 paquetes, justo cuando se reinician los contadores.
Si los niveles de atencion estan entre 50 y 100x10°°V, el
prototipo hara alto. De lo contrario, el prototipo contin-
uara con su ejecuciéon de acuerdo al nimero de par-
padeos previamente determinado.

RESULTADOS
La Figura 6 muestra las dimensiones del prototipo de
silla de ruedas propuesto en este trabajo. Tiene un
peso de 1.785kg. El material empleado para la parte
externa que cubre a los circuitos es acrilico.
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FIGURA 6. Prototipo con el montaje del circuito

electrénico y sus dimensiones.

En la Tabla 2 se presenta un ejemplo del funciona-
miento del sistema, mostrando los resultados obteni-
dos en la consola de Arduino. Este ejemplo corres-
ponde a la prueba de funcionamiento del prototipo
sobre un sujeto cuya edad es de 26 anos. En dicha
Tablase observa que elnimero de parpadeos comienza
a incrementarse cuando la amplitud de SE y la dura-
cion cumplen las condiciones mencionadas anterior-
mente, teniendo asi el primer parpadeo valido, y por

lo tanto el accionamiento del sistema, es decir, el ini-
cio del incremento del nimero de paquetes, indicado
por el encendido del LED amarillo, sombreado en la
tabla con color gris. Este estado permanece asi durante
20 paquetes. Cuando el niimero de paquetes es 20, se
hace un conteo del nimero de parpadeos. En este
caso, solo es un parpadeo, por lo que no pasa nada
(quinta fila de la Tabla 2). Se reinicia el sistema de
contadores y el LED amarillo se apaga. El namero de
paquetes se incrementa nuevamente, se enciende el
LED amarillo indicando que se inicia el conteo de los
20 paquetes y cuando son 20 se vuelve hacer el con-
teo. Ahora el nimero de parpadeos es dos, por lo que
el prototipo avanza hacia enfrente y se enciende el
LED verde (sombreado en color verde claro en la Tabla
2). Este estado permanece asi hasta que el siguiente
bloque de 20 paquetes hace el conteo del nimero de
parpadeos (sombreado en color verde fuerte en la
Tabla 2). En este ejemplo, el nimero de parpadeos es
tres, por lo que el LED rojo enciende y el prototipo
avanza hacia atras (sombreado en color rosa claro en
la Tabla 2). Todo esto ocurre siempre y cuando en el
reinicio de los contadores los niveles de atencion estén
por debajo de 50x10°°V. De lo contrario, el prototipo se
parara y el LED blanco encendera, como se presenta
en la altima linea de la Tabla 2.

DISCUSION

Como se menciono anteriormente, para mover el pro-
totipo se necesitan 2 o 3 parpadeos forzados. Estos
deben estar en un rango de 85 a 240x10°V de amplitud
y tener una duracién de entre 0.4 a 1.2s (dependiendo
el nimero de parpadeos). Si ambas condiciones se
cumplen, se comienza el conteo del nimero de parpa-
deos y el nimero de paquetes.

Al realizar diferentes pruebas del algoritmo con el
prototipo de la silla de ruedas, las respuestas fueron
satisfactorias un 80%. Se observo que no todas las per-
sonas solian elevar sus niveles de atencion de la misma
manera, esto con el fin de detener el prototipo.
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TABLA 2. Ejemplo de ejecucion del sistema para mover el prototipo de silla de ruedas.

No. SE

Parpadeos Color

Nivel

Paquetes (uV) Duracién = slidos LEDs A‘:’:;i)"’“
0 63 52 0 10
1 127 430 1 A 5
2 54 200 1 A 6
19 0 0 1 A 45
(1} 0 0 0 0
4 179 427 1 A 34
5 54 1 1 A 26
6 146 802 2 43

Un factor que influy6 y que probablemente no se tuvo
en cuenta en el momento, fue el estrés o nervios del
sujeto al manipular el prototipo. Esto ocasion6 que en
algunos casos se elevara su atencion y se detuviera el
prototipo sin que se le indicara al realizar las pruebas.

No se requiri6 de tiempo de entrenamiento, para que
las personas pudieran manipularlo, tan solo fue sufi-
ciente las indicaciones de colocarselo y hacer parpa-
deos forzados.

CONCLUSIONES
En el presente trabajo se presentd un prototipo a
escala de silla de ruedas que es desplazado hacia
enfrente y atras de acuerdo a cierto niimero de parpa-

deos forzados validos que un sujeto hace usando la
diadema MindWave Mobile de NeuroSky. Para detectar
el nimero de parpadeos forzados, se tomo en cuenta
su amplitud, su duracién y el nimero de paquetes en
los que se hace el registro. Los niveles de atencion se
usaron para detener el prototipo. Todo el sistema se
implement6é en Arduino y se usO bluetooth para la
comunicacion entre la diadema y el sistema mismo.

Este prototipo puede ser robustecido usando otras
meétricas, tales como la varianza, la curtosis, el expo-
nente de Hurst, que son tiles también en la deteccion
de parpadeos. Asimismo se pretende modificar la
forma de detencién del prototipo, de tal manera que no
sea tan subjetivo.
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Ademas, como siguiente paso, se pretende implemen-
tar un algoritmo que permita movimientos a la dere-
cha e izquierda, y a distintas velocidades, asi como la
implementacion de un sistema de control que permita
subir y bajar rampas.

Una vez implementado todo lo anterior, se llevara a
cabo una etapa de potencia para poder realizar todo el
procesamiento en una silla de ruedas real. De esta
manera, se cubriran las necesidades de pacientes que
padecen alguna discapacidad en sus extremidades.
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RESUMEN

Se analizan 112 auditorias de instalaciones eléctricas y seguridad de equipos biomédicos en 78 Institutos de Medici-
na Altamente Especializada (IMAE) del Uruguay, realizadas a lo largo de 14 afios, clasificando el nivel de riesgo y de
cumplimiento de normas desde el punto de vista de Ingenieria Clinica. Cada visita incluye una encuesta al personal
encargado de mantener y gestionar la infraestructura eléctrica y el equipamiento biomédico, que abarca el estado
de mantenimiento, el control y la documentacion de las instalaciones eléctricas y del equipamiento biomédico. Se
evalua el riesgo con un puntaje de 0 a 4. En 2004-2007 el 74% de los IMAE tenia irregularidades en la instalacion
eléctrica, gestion de equipamiento, control de calidad o documentacion. Ademas, un 15% de los que tenian pro-
blemas, tenia en particular equipamiento indicado como “equipo peligroso”. En los periodos siguientes esta pro-
porcién baja paulatinamente hasta 0% en 2016-2017. No obstante, contintia existiendo un déficit en la gestion del
equipamiento y en la documentacion formal. El aporte de la Universidad en el seguimiento técnico de los IMAE se
ha materializado en una mejora en materia de seguridad.

PALABRAS CLAVE: Evaluacion de Riesgo; Equipos Biomédicos; Instalacién Eléctrica; Ingenieria Clinica; Mantenimiento
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ABSTRACT

112 field inspections to 78 high technology medical centers (IMAE is the Spanish acronym) over 14 years are
analyzed. All visits were evaluated as to Clinical Engineering good practices and were assigned a risk level. All au-
dits included a questionaire to maintenance management personnel on electrical network operation as well as on
biomedical equipment follow-up and documentation from acquisition to disposal. Risk is assigned a level 0 to 4
at each visit. In 2004-2007, 74% of IMAEs had safety problems in one or more of electrical network, maintenance
management or documentation, and 15% of the IMAEs with safety problems had one piece of equipment described
as simply “dangerous”. Electrical safety problems were eventually reduced to 0% in 2016-2017, probably as a con-
sequence of regular audit and counseling by this University Clinical Engineering Program.

KEYWORDS: Risk Evaluation; Biomedical Equipment; Electrical Network; Clinical Engineering; Maintenance
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INTRODUCCION

La Medicina del siglo XXI esta en constante evolu-
cion e incorpora procedimientos nuevos con elevada
frecuencia. La complejidad de los instrumentos de
diagnostico y tratamiento aumenta en relacion directa
con las nuevas tecnologias empleadas por la Ingenieria
Biomédica en su diseno: materiales, electronica minia-
turizada, informatica y telecomunicaciones ™.

Los objetivos aceptados colectivamente de mejora de
la calidad de vida de todos los ciudadanos, la decision
de construir sociedades “inclusivas” que incorporen
ciudadanos diferentes por habilidades, origen, decisio-
nesy definiciones personales, junto a la creciente com-
plejidad de los problemas que la tecnologia esta lla-
mada a resolver, conlleva a que sea necesario un abor-
daje interdisciplinario que caracteriza nuestra época
. El Uruguay ha optado tempranamente por recono-
cer el alto costo y la alta complejidad de ciertos proce-
dimientos médicos que no pueden ser resueltos por los
prestadores privados pre-pagos, y tampoco por los
prestadores integrales (estatales y privados) que com-
ponen el Sistema Nacional Integrado de Salud (SNIS)
B8l Es asi que en 1980 se crearon los Institutos de
Medicina Altamente Especializada (IMAE), financia-
dos por un seguro universal denominado Fondo
Nacional de Recursos (FNR), que funciona como
Persona Piiblica no Estatal 4. En 2007, una vez instau-
rado el SNIS, el FNR paso6 a formar parte del modelo de
financiamiento del SNIS, como seguro obligatorio
complementario al Seguro Nacional de Salud, confir-
mando la cobertura financiera universal para los pro-
cedimientos de medicina altamente especializada y
los medicamentos de alto costo. Los procedimientos
de alto costo y de alta complejidad siguen siendo reali-
zados por los IMAE, que son Centros privados o
Servicios dentro de los prestadores integrales, ya sea
estatales o privados. Los IMAE reciben el pago del FNR
segln aranceles negociados y acordados entre el Poder
Ejecutivo y los IMAE. Cada procedimiento o medica-
cion de alto costo es previamente autorizado por el

FNR para cada paciente. La distribucion del gasto del
FNR se ha mantenido en proporciones similares de
80% para procedimientos médicos, 17% para medica-
mentos y 3% de gastos de administracion.

Los actos médicos financiados en 2017 por el FNR 3
son: el tratamiento sustitutivo de la funcion renal (dia-
lisis), los trasplantes renales, cardiacos, de higado y
pulmoén, los trasplantes de precursores hematopoyéti-
cos, varios procedimientos cardiologicos (cateteris-
mos, angioplastias y cirugia cardiaca), tratamiento del
gran quemado, el implante de marcapasos y de cardio-
desfibriladores, el reemplazo de cadera y rodilla, los
implantes cocleares y los medicamentos de alto precio.
El1 FNR actualiza anualmente esta lista de prestaciones
que financia, de acuerdo con un procedimiento esta-
blecido por ley, que incluye la evaluacion previa por
una Comision Técnico Asesora. En 2007 el presu-
puesto del FNR era de 100 millones de dolares (30
dolares por habitante del pais y por afo) ' y una
década después fue de 201 millones délares (2017), o
sea 61 dolares por habitante y por afno.

Para mantener la calidad de los procesos asistenciales
de la salud, el FNR tiene desde 2004 un Programa de
Evaluacion y Seguimiento de los IMAE. Este Programa,
cuyos procedimientos estan normalizados 7, incluye
la evaluacién de la seguridad eléctrica que es objeto de
la presente publicacion.

El equipamiento biomédico debe garantizar que los
procedimientos se realicen con seguridad y un minimo
de riesgo tanto para pacientes como para operadores.
Un alto porcentaje de los eventos adversos que ocurren
en la atencién sanitaria esta relacionado con el uso de
tecnologias biomédicas ®l. Por tal motivo es impor-
tante conocer el estado de las instalaciones eléctricas,
las caracteristicas del equipamiento asi como el nivel
de entrenamiento y capacitacion del personal que los
usa. Paraauditar estos aspectos, el FNR yla Universidad
de la Repiiblica acordaron en 2004 ! que el Nucleo de
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Ingenieria Biomédica (NIB) tomara parte activa en el
Programa. El NIB evalda a) el cumplimiento de normas
de seguridad de equipos, b) la seguridad de instalacio-
nes eléctricas y c) la gestién del mantenimiento.

La estrategia conjunta es la de verificar el cumpli-
miento de normas de seguridad y de buenas practicas,
involucrando a las partes interesadas en la incorpora-
cion de modalidades de gestion, adquisicion de instru-
mental biomédico y capacitacion de personal que lo
usa. Este enfoque, propuesto en 2004, es retomado
oficialmente por el Ministerio de Salud Piblica en 2017,
haciéndose eco de una normativa MERCOSUR !, Esta
normativa esta generalizando los criterios de garantia
de calidad a todos los centros de salud, ampliando el
conjunto inicialmente limitado a los IMAE.

Nos proponemos analizar la tarea compartida a lo
largo de 14 anos de seguimiento de los IMAE (2004 a
2017) en relacion a la gestion de mantenimiento de los
equipos biomédicos y al estado de las instalaciones
eléctricas.

METODOLOGIA

Visita Interdisciplinaria

El FNR y el NIB conformaron un equipo interdiscipli-
nario (donde participa personal de la salud de diversas
especialidades e ingenieros de formacion biomédica o
en ingenieria clinica) con el fin de controlar la calidad
de los servicios brindados por los IMAE. El equipo pla-
nificé las visitas interdisciplinarias FNR-NIB durante
las cuales verifico la informacion en registros y docu-
mentos. En particular, los ingenieros del NIB entrevis-
taron a los responsables de mantener, administrar y
controlar las instalaciones eléctricas y los equipos
electrénicos biomédicos. Luego de la entrevista inicial,
recorrieron las areas de interés tomando notas y foto-
grafias que evidencien lo declarado por los entrevista-
dos y recogen la documentacién que describe la ges-
tion del equipamiento y de las instalaciones eléctricas.

El Ministerio de Salud Publica (MSP) ejerce su fun-
cion general de inspeccion de los centros médicos del
pais, de los cuales los IMAE son un subconjunto de alta
especializacion. Aligual que todos los centros médicos
del pais, los IMAE son sujetos a la inspeccion del MSP
que, por acuerdo, esta incluida en la visita interdisci-
plinaria FNR-NIB. Se relevaron por lo tanto datos de
orden general destinados al MSP, segtn el detalle de la
Tabla 1. Estos datos constituyen un subconjunto de los
datos referentes al aseguramiento de la calidad que
son objeto de este estudio y que son relevados en los
IMAE. Estos datos estan agrupados en categorias o
dimensiones presentadas en la Tabla 2.

El relevamiento realizado en cada visita a los IMAE se
refiere al grado de cumplimiento de estandares en sus
aspectos de seguridad. Las dimensiones contempladas
en las auditorias (Tabla 2) abarcan desde la verifica-
cion de las instalaciones eléctricas hasta las politicas
de redundancia y de incorporaciéon tecnologica, de
acuerdo al siguiente detalle:

Instalacion eléctrica segura
Especificaciones de compra y adquisicion
Equipamiento biomédico controlado
Estado de funcionamiento de los equipos
Operacion por personal certificado
Trazabilidad del uso de equipos biomédicos
Continuidad del servicio

© N Uy AE WD

Revision formal de procedimientos

Método de analisis

Durante la visita se realiza una encuesta e inspeccion
que abarca distintos items referidos al estado actual,
mantenimiento, control y documentacion tanto de las
instalaciones eléctricas como del equipamiento elec-
tronico biomédico del IMAE. Se contemplan ademas
aspectos de gestion y buenas practicas del servicio.
Esta informacion es concentrada en una planilla elec-
tronica mediante una puntuaciéon en cada item que
refleja la gravedad de la carencia, es decir la mayor
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TABLA 1. Aspectos de Gestion de Mantenimiento de Equipos Biomédicos para MSP

Descripcion

Cumple No cumple

Cuenta con un procedimiento documentado que asegure que los equipos incorporados y utilizados sean
adecuados a las necesidades de los estudios o tratamientos realizados.

Cuenta con una coleccion de registros asociado a cada equipo, que refleje las entradas y salidas de servicio y
las intervenciones preventivas y correctivas.

preventivo o correctivo.

Cuenta con mecanismos para evitar que se utilicen equipos que requieran revision, calibracién, mantenimiento

Cuenta con un plan de mantenimiento u otro mecanismo que asegure que las intervenciones preventivas,
calibraciones o revisiones se realizan antes que el uso del equipo represente un riesgo.

Las fechas de las intervenciones de calibracion o mantenimiento preventivo planificadas deben estar visibles
para los operadores del equipo.

Si la responsabilidad sobre el mantenimiento es transferida a un tercero, debe haber un contrato formal.

Cuenta con manuales operativos de equipos en espafiol.

La instalacion eléctrica cumple las recomendaciones de UTE.

Las instalaciones eléctricas son adecuadas para el equipamiento instalado.

El estado de las instalaciones y el funcionamiento de las protecciones son verificados periddicamente.

Se registran los eventos asociados a la instalacion de los equipos y en especial las situaciones inusuales o
inesperadas, las sospechas de mal funcionamiento y las intervenciones sobre la instalacion.

La instalacion eléctrica cuenta con un sistema de energia alternativo que permite no interrumpir
procedimientos y no derivar pacientes a otros centros.

del servicio.

El equipamiento es incorporado teniendo en cuenta el concepto de redundancia para asegurar la continuidad

La empresa de mantenimiento cuenta con certificacion y registro en MSP.

El IMAE cuenta con plan de contingencia frente a incendios.

El IMAE cuenta con habilitacion de bomberos para sus locales.

Nota.- Estos aspectos de gestion agrupados constituyen la mayoria de las DIMENSIONES del relevamiento.

puntuacion refleja la mayor gravedad. La gravedad de
los problemas es evaluada segtn la escala de la Tabla
3. En cada dimension de la inspeccion se anotan las
desviaciones de lo esperado en forma numérica, sim-
plificada. Un valor nulo es indicador de cumplimiento,
“2” es “fuera de norma” y el “1” indica una situacién
intermedia en el rubro considerado.

Para que el resultado global de la visita sea facilmente
interpretable y se jerarquicen los elementos graves,
ideamos un sistema de puntaje de gravedad decre-
ciente, desde la peligrosidad de una instalacién defi-
ciente hasta detalles de procedimientos sobre la ges-
tion de los equipos 4.

La gravedad creciente de riesgo detectado puede ser
resumida con un simple puntaje de la situacién de cada
IMAE en una determinada visita. Asi, los IMAE con
puntaje cero (0) no sugieren mayores observaciones en
cuanto al manejo de su seguridad, de las instalaciones
eléctricas y de los equipos biomédicos. Un puntaje de
1 indica que se debe mejorar la documentacion de los
equipos. Un puntaje de 2 significa que se encontraron
defectos en la instalacion eléctrica, como malas pues-
tas a tierra o aislamientos precarios, entre otros. El
puntaje 3 significa que la gestion del equipamiento es
precaria o nula, por ejemplo, cuando no hay planes de
mantenimiento y verificaciones documentadas y fis-
calizadas por parte de la institucion. Finalmente, la
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TABLA 2. Dimensiones a Evaluar en Cada Institucion Médica Visitada

Instalaciones eléctricas
en condiciones adecuadas

La organizacion debe asegurar que las instalaciones eléctricas donde se conecta el
equipamiento, son adecuadas a las necesidades.

Equipamiento La organizacion debe asegurar que los equipos utilizados para realizar estudios y tratamientos
adecuado sean adecuados a las necesidades y que se mantienen tales durante toda su vida util.

Equipamiento La organizacion debe asegurar que los equipos utilizados para realizar estudios y tratamientos
controlado se mantienen controlados durante toda su vida util.

Equipamiento en correcto
estado de funcionamiento

La organizacion debe asegurar que los equipos utilizados para realizar estudios y tratamientos
funcionan correctamente.

Equipamiento
operado correctamente

La organizacion debe asegurar que los equipos utilizados para realizar estudios y tratamientos
son operados correctamente.

Trazabilidad del uso

La organizacion debe asegurar que existe trazabilidad entre los estudios y tratamientos

de procedimientos

6 . . realizados con cada equipo, el estado de funcionamiento del equipo y calificacion del
de equipamiento
operador.
7 Continuidad La organizacion debe asegurar la continuidad de las prestaciones durante todo el periodo de
del servicio servicio.
8 Revisién formal La organizacion debe asegurar que el proceso con el que gestiona el uso de los equipos, se

mantiene actualizado a lo largo de todo el periodo de servicio.

TABLA 3. Puntaje Global Conforme a la Gravedad del Riesgo

Gravedad del riesgo

Documentacion incompleta

1

Defectos en la instalacion eléctrica

Gestién de equipos precaria o nula

Equipo peligroso

2
3
4

situacion que hemos calificado como mas grave -pun-
taje 4- es cuando se encuentra en la institucion el uso
de equipo inadecuado o en malas condiciones que
representa un riesgo inminente para la seguridad de
pacientes y operadores.

Los puntajes globales de peligrosidad fueron asigna-
dos a juicio del auditor, en reunién posterior de redac-
cion del informe (2004-2007) o a posteriori, releyendo
los informes (2008-2012). Desde 2013, los puntajes
globales (0 a 4) de cada IMAE en cada visita son resul-
tado de una combinacion de los puntajes asignados en
cada sub dimension de las dimensiones indicadas en la
Tabla 2 (cada sub-dimension recibe un puntaje de 0 a 2
de acuerdo al grado de cumplimiento). Para poder
estudiar en forma conjunta los resultados de las visitas

de 2008 a 2017, las definiciones de gravedad de la
Tabla 3 son compatibles con los puntajes de los prime-
ros afios (2004 a 2007) Y, Las visitas interdisciplina-
rias son realizadas a los IMAE agrupados en tipos de
procedimiento médico segiin el detalle de la Tabla 4.

Analizamos informes emitidos de 2004 a 2017 y estu-
diamos las recomendaciones contenidas en cada unoy
en secuencia por cada IMAE. Si no hay observaciones,
la gravedad es indicada como cero (0). El no cumpli-
miento de menor gravedad es la falta de documenta-
cion sobre la gestion del mantenimiento y tiene “gra-
vedad de riesgo=1”. La mayor gravedad (4) es regis-
trada cuando hay equipos peligrosos con un elevado
riesgo de causar dafo. Esta atribucién progresiva de
gravedad, en la cual se registra solamente el nivel mas
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TABLA 4. IMAE Agrupados por Tipo y Visitas Interdisciplinarias 2004-2017

Tipo de IMAE ﬁzrl‘;\‘;g“l;’ 2004-2007 | 2008-2011 | 2012-2015 | 2016-2017 | 2004-2017
sa;fdli?ﬁznca: artroplastia cadera ACR | 4 3 7 15
e I : ] : s
Centro de Tratamiento Intensivo
(CTI), polivalentes, cardiologico CTI 1 6 0 0 7
y de quemados
Dialisis renal DIA 10 4 3 7 24
Hemodinamia y Angioplastia HYA 17 4 6 2 29
Marcapasos y MYC 0 0 1 10 1
cardiodesfibriladores
Transplante renal TR 0 0 3 0 3
Litotricia LITO 5 0 0 0 5

TOTAL -— 34 25 27 26 112
Nota.- IMAE, Institutos de Medicina Altamente Especializada.
TABLA 5. Evolucidn del Riesgo en Centros Médicos IMAE
Periodo 2004 - 2007 2008 - 2011 2012 - 2015 2016 - 2017
IMAE visitados 34 25 27 26
Sin observaciones 26% 16% 4% 4%
Documentaciéon incompleta 23% 4% 15% 19%
Defectos en la instalacion eléctrica 23% 8% 0% 23%
Gestion de equipos precaria o nula 17% 12% 74% 54%
Equipo peligroso 11% 60% 7% 0%
TOTAL 100% 100% 100% 100%

Nota.- Para el estudio se asignaron los siguientes puntajes: Sin observaciones = 0, Documentacion incompleta = 1, Defectos en la
instalacion eléctrica = 2, Gestion de equipamiento biomédico precaria o nula = 3, Equipo peligroso = 4. Se anota el puntaje mas
alto para cada IMAE en un dado momento.

alto encontrado, responde a la necesidad de subsanar
lo urgente, antes que nada, dandole la maxima priori-
dad, en la 6ptica de reducir riesgos. En consecuencia,
la indicacion de una gravedad elevada hace que se
espere encontrar en las visitas sucesivas un efecto de
reduccion de riesgo, atribuible al seguimiento del
grupo interdisciplinario. Por ejemplo, un IMAE con
instalacion eléctrica defectuosa y equipos en condicio-

nes peligrosas tiene una gravedad de “4”, al igual que
otro IMAE que “solamente” tiene equipos peligrosos.
Un IMAE que tiene una buena instalacion eléctrica y
ningtn equipo en estado de peligro inminente, pero
fallas en la gestion de su mantenimiento, tiene una
gravedad de “3”. De igual manera se combinan las
situaciones en los aspectos de la Tabla 3, en una tGnica
“gravedad” que refleja lo urgente e impostergable.
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La gravedad del riesgo es tenida en cuenta de acuerdo
a las recomendaciones de la OMS ['> 3l y en particular
se hace hincapié en los incumplimientos de la norma-
tiva vigente en Uruguay, principalmente la que se
refiere a la instalacion eléctrica 4% emanada de la
Empresa Estatal de generacion y distribucion de ener-
gia eléctrica UTE.

RESULTADOS
El ritmo de visita anuales (Tabla 5) se ha mantenido
constante con una visita a un IMAE al azar cada dos
meses durante 12 afios hasta 2015, aflo en que el ritmo
de visitas aumenta a una visita mensual.

Enla Figura 1 se resume el nivel de riesgo de los IMAE
agrupados por tipo. El nivel de riesgo bajo (por debajo
de 1) de las salas blancas en 2008-2015 contrasta con la
situacion de los blocks quirtirgicos, hemodinamia y
dialisis, que en promedio mejoraron su situacion recién
en 2016-2017. Las salas blancas, por otra parte, apare-
cen con niveles aumentados recientemente, cuyas
razones seran comentadas enlaseccién de “Discusion”.

4,5
4,0

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

0,5

0,0
2004-2007

2008-2011

2012-2015

En la Figura 2, en el periodo 2004 a 2007 se ve que las
observaciones confirmaron las limitaciones que exis-
tian en los IMAE. La primera columna de la Tabla 5
puede ser tomada como linea de base del analisis
siguiente. El 74% de los IMAE auditados tenian aspec-
tos a mejorar en lo que refiere a la instalacion eléctrica,
gestion de equipamiento, control de calidad o docu-
mentaciéon ', El analisis de 2007 indicaba que el 11%
tenia algin equipamiento “peligroso”. Se trata de una
situacion que podia llevar a accidentes, que sucedieron
por cierto antes de 2004 y que fueron el disparador para
poner en practica el Convenio FNR-UR informado en el
presente articulo. Es de notar que las 34 visitas de este
periodo abarcaron fundamentalmente centros de diali-
sis, salas de hemodinamia/angioplastia y litotricia.

En el periodo 2008 a 2011 la composicion de IMAE
visitados incluye centros de mayor complejidad como
salas blancas y centros de medicina intensiva (CTI), lo
que tuvo como consecuencia que el porcentaje de
IMAE con equipos en situacion de “peligro” aumen-
tara al 60%.

- ACR
---¢---BLQ

-4- DIA

s HYA
==+--MYC
TR
—#—Total Result

2016-2017

FIGURA 1. Gravedad de situacion en cuatro periodos 2004-2016 por tipo de IMAE (siglas en Tabla 4).

No se distinguen el riesgo en cada IMAE en el primer periodo.
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FIGURA 2. Evolucion de nivel de riesgo en IMAE por tipo. La composicion de niveles de riesgo

ha variado en tres lustros: equipos peligrosos dieron lugar a carencias de gestion y documentacion.

Aparece la necesidad de mejoras de alto nivel en las instalaciones eléctricas.

En 2012-2015, las instituciones que presentaban equi-
pos peligrosos descendieron drasticamente de 60% a
7%. Sin embargo, 74% de los IMAE presentaron déficit
en la gestion del equipamiento.

En 2016-2017, no se encontraron equipos inadecua-
dos ni en situacion de “peligro”. Se observa una mejora
en la gestion de equipamiento que pasa de 74% defici-
taria en 2012-2015, a 54%. No obstante, sigue siendo el
factor dominante.

DISCUSION Y CONCLUSION

En la situacion actual de los IMAE del pais, cabe des-
tacar que no se han encontrado equipos que presenten
peligro para pacientes y operarios. La situacion ha ido
mejorando desde los primeros 2 periodos de visitas
(2004 a 2011), donde se encontraban todavia institu-
ciones que empleaban equipos inapropiados, en mal
estado o con deficiente aislacion eléctrica, condiciones
que generan riesgo de electrocucion o de otro dano. Es
posible inferir, de los datos que aportamos aqui, que
las instituciones en su conjunto han respondido a la
asesoria FNR-NIB y han corregido sus practicas funda-
mentales, mejorando la seguridad eléctrica.

La buena gestion del equipamiento biomédico es una
situacion altamente deseable y sin embargo la Tabla 5
refleja un aparente empeoramiento desde 2004 hasta
2017. Esto es el resultado de un corrimiento de los pro-
blemas hacia la gestion, una vez que se fue solucio-
nando el elevado riesgo de instalaciones y equipos. En
2008-2011 habia 60% de centros con equipos peligro-
sos, reducidos a 7% en 2012-2015, a la vez que los pro-
blemas de gestion rudimentaria crecieron de 12% a
74% en universos similares de 25 y 27 IMAE respecti-
vamente. La modalidad de registro en los niveles de 0
a 4 era tal que con un equipo “peligroso” no se notaran
problemas menores como una “mala gestion de equi-
pamientos”, como se menciondé en la Metodologia.
Esto lleva a que, una vez resueltos los problemas de
peligrosidad eléctrica, aparecieran los problemas de
gestion, dando un aparente aumento de su peso en la
problematica global. En ese momento (2013), la herra-
mienta de registro de las visitas interdisciplinarias fue
mejorada con una planilla dividida en dimensiones y
sub dimensiones, inspiradas del manejo de la calidad
total 7)., Por lo tanto, existio un control de calidad de
los equipos ejercido con mayor rigurosidad y forma-
lismo en la linea sugerida por las normas ISO 9001-
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2015. Se verifico el cumplimiento de las recomenda-
ciones de fabrica, el cumplimento de la documenta-
cion formal de procedimientos en la actividad diaria,
el cumplimiento de los planes de mantenimiento y de
la trazabilidad del personal, de los estudios y del equi-
pamiento. Esto llevo a que se calificara negativamente
en el altimo periodo (2016-2017) un 54% de las institu-
ciones con déficit en control de calidad de los equipos.

Tipicamente, en 2017 se debe insistir aiin en la imple-
mentacion de la identificacién Gnica de cada equipo,
en la visibilidad de las fechas de vencimiento de los
mantenimientos y en la puesta en practica de la histo-
ria clinica de cada equipo "* asi como también se debe
exigir mayor rigurosidad en la implementacion y en la
documentacion del plan de mantenimiento.

El estado de las instalaciones eléctricas es también un
aspecto critico, que llevé 14 afios de seguimiento para
lograr el marcado decaimiento de la peligrosidad de las
instalaciones que se deduce de la Tabla 5. Esto res-
ponde a la atencion de un estado de emergencia en el
que muchas de las instituciones se encontraban en
2004-2011 y que fue sefialado por la ejecucion del plan
de las visitas interdisciplinarias FNR-NIB iniciado por
el Dr. Alvaro Haretche desde 2004. En esa época se
puntuaban como defectos en la instalacion los cables
colgando fuera de sus canalizaciones, la ausencia de
protecciones basicas como llaves diferenciales o ter-
mo-magnéticas intempestivamente suprimidas por un
mal mantenimiento, toma corrientes flojos y fuera de
su cubiculo con partes electrizadas accesibles al usua-
rio. En los altimos afios (desde 2013 tipicamente), en
que este tipo de defectos ha sido superado, se ha hecho
mayor énfasis en el cumplimiento de normas vigentes
de mayor exigencia: por ejemplo, los transformadores
de aislamiento y los sistemas de respaldo de energia,
fundamentales en instalaciones para cirugia y otros
procedimientos. Esta nueva exigencia explica el apa-
rente aumento del puntaje del grupo de Salas Blancas
de la Figura 1 entre 2012-2015 y 2016-2017.

Superados los problemas mas graves, se puede mejo-
rar la eficiencia de gestion y buscar atn mejores resul-
tados. Las visitas conjuntas FNR-NIB han sugerido la
mejora de la documentacion de los eventos de mante-
nimiento y el seguimiento mediante indicadores de
produccion. Esto les permitiria a las instituciones
seguir progresando en su evoluciéon hacia estandares
de excelencia en gestion de equipos biomédicos. Con
estos indicadores, los IMAE tendran la informacion
necesaria para una mejor toma de decisiones, permi-
tiéndoles ademas del aseguramiento de la calidad de
atencion médica, la disminuciéon de costos vinculados
a fallas imprevistas e incluso posibles demandas por
mala gestion. Es también muy importante que la insti-
tucion posea la documentacion de una clara distribu-
cion de responsabilidades entre los diferentes actores,
como son: personal de mantenimiento, encargados de
gestion, operadores, empresas contratadas para man-
tenimiento y proveedores de equipo nuevo. Por nues-
tra parte, como entidad auditora, seria interesante
someter a evaluacion externa la propia herramienta de
registro, como hicieron los colegas de las Universidades
EIA y CES de Colombia "8, La evaluacién de su herra-
mienta de auditoria HA contempla 7 dimensiones que
abarcan desde la pertinencia, claridad, relevancia y
capacidad para la toma de decisiones hasta la facilidad
de uso. Estas dimensiones podran servir como guia en
ocasion de una futura evaluacion de nuestro sistema.

El bajo porcentaje (4%) de IMAE que en 2008-2011
tuvieron deficiencias de documentacioén es conse-
cuencia de que se trata de IMAE cuyo PEOR rasgo era
la falta de documentos. Las demas carencias de estas
pocas instituciones estaban resueltas, quedando tni-
camente el “detalle” de la documentacion. Por lo
tanto, es dable suponer que en el grupo mayoritario
(representado por el 60% de IMAE en la Tabla 5) que
tenian equipos peligrosos, también tuvieran a mayor
razon una documentacion incompleta, hecho que fue
considerado en su momento un problema menor en la
induccion gradual de una politica de seguridad.
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El seguimiento de unos 78 IMAE en mas de 112 visi-
tas muestra una mejora incuestionable en seguridad
eléctrica desde la situacion original, con accidentes y
lesiones a pacientes, que motivo el convenio FNR-NIB.
Sin embargo, el tiempo trascurrido para lograr una
situacion que esta atin lejos de la seguridad certificada
que se desea, indica que la induccion de buenas practi-
cas mediante visitas periddicas es necesaria pero
lenta. El objetivo de implementar acompaifiamiento y
docencia fue cumplido, y el camino queda allanado
para acciones que instalen los estandares de calidad, y
en primer lugar de la documentacion formal de proce-
dimientos. El reciente decreto del Ministerio de Salud
Publica ', si bien es de caracter general para todos los
centros de salud, sean de complejidad simple o alta, es
un primer paso en la direccidon que sugiere este estu-
dio. El decreto establece objetivos de buena gestion en
el manejo de equipos biomédicos.

Podria pensarse en la difusion de indicadores de
buena gestion de equipos biomédicos y buena tenencia
de la tecnologia en general como inductor indirecto de
superacion en seguridad eléctrica por parte de las ins-
tituciones de salud. En efecto, el usuario que compara
las instituciones evaluando varios parametros, tendria
a su disposicion también el del buen manejo de insta-
laciones y equipos. Si bien se trata de un guarismo
especializado y parcial, puede contribuir a comparar
elementos de calidad de los IMAE para el puiblico.

Completando la accién de formacién y acompaia-
miento de los IMAE, se podria considerar la exigencia
de cursar asignaturas especificas en Ingenieria Clinica
9l ademas de la de contar obligatoriamente con perso-
nal con esa capacitacion en cada IMAE. Partiendo de
un apoyo profesional en ingenieria biomédica muy
bajo en 2004, la disponibilidad de técnicos egresados
de la Universidad en los tltimos tres lustros permite,
ahora si, sugerir que tengan responsabilidades profe-
sionales directas en los IMAE.
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ABPSE: Alineador de ADN Basado en Paralelismo a Nivel de Bit y la
Estrategia Siembra y Extiende

ABPSE: DNA Aligner Based on Bit-level Parallelism and the Seed and Extend Strategy

D. Pacheco-Bautista, J. Martinez-Oviedo, R. Carreno-Aguilera, I. Algredo-Badillo, S. Sanchez-Sdnchez
Universidad del Istmo

RESUMEN

La alineacién de ADN es un proceso clave para la reconstruccién de genomas, a partir de los millones de lecturas
cortas producidas por las maquinas de secuenciacion paralela masiva. Tal proceso suele realizarse mediante algo-
ritmos con elevada complejidad espacial y temporal, requiriendo varias horas para entregar los resultados, asi como
decenas de GB de RAM. Esto ha motivado la biisqueda de nuevos algoritmos y/o estrategias que permitan disminuir
los tiempos de ejecucion, mientras se utilizan recursos minimos de memoria. En este articulo se presenta ABPSE,
un nuevo alineador de ADN que combina el algoritmo de Ferragina y Manzini (o indices de FM) y el algoritmo de
Myers, mediante la estrategia siembra y extiende. En la siembra, los indices de FM permiten calcular de manera
rapida regiones con alta probabilidad de alineacién; mientras que en la extension, el algoritmo de Myers refina la
alineacion utilizando operaciones basadas en vectores de bits, calculando simultaneamente varias celdas de la ma-
triz de programacion dinamica. Los resultados muestran un 96.1% de lecturas alineadas correctamente, un factor
de aceleracion de 2.45x en relaciéon a BWA-SW y un uso de memoria de apenas 7.6 GB, cuando se alinea el genoma
humano completo.

PALABRAS CLAVE: ADN; Bioinformatica; Myers; Siembra y extiende; Indices de FM
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ABSTRACT

DNA alignment is a key process in the assembly of genomes from the millions of short reads that are produced by
massive parallel sequencing machines. Such a process is usually done by means of high spatial and temporal com-
plexity algorithms, which takes hours to deliver the results as well as tens of GB of RAM. This has prompted the
search for new algorithms and/or strategies that allow shorter runtimes, while using minimal memory footprint.
In this article, we present ABPSE, a new DNA aligner that combines the Ferragina and Manzini algorithm (or FM
indexes) and the Myers algorithm, by means of the seed and extend strategy. In the seeding, the FM indices allow
arapid calculation of the regions with high probability of alignment. In the extension, the Myers algorithm refines
the alignment using operations based on bit vectors. It simultaneously calculates several cells of the dynamic pro-
gramming matrix. The results show 96.1% of correctly aligned reads, an acceleration factor of 2.45x in relation to
BWA-SW and a memory footprint of only 7.6 GB when aligning the entire human genome.

KEYWORDS: DNA; Bioinformatics; Myers; Seed-and-extend; FM index
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INTRODUCCION

La secuenciacion de ADN es un proceso que permite
obtener el orden de cada uno de los nucleétidos que
conforman la molécula de ADN. Tiene una larga lista
de aplicaciones y es tecnologia clave para la investiga-
cion de algunos tipos de cancer, asi como el desarrollo
de la medicina gen6mica, la biologia y la agricultura.
Las maquinas de secuenciacién paralela masiva son
tecnologias capaces de secuenciar millones de cadenas
de ADN al dia 3], sin embargo, procesan fragmentos
con un namero muy pequeio de nucleétidos (entre 35
y 1100), por lo que el resultado de la secuenciacién no
es un genoma completo, sino pequeiias lecturas cortas
que representan fragmentos del mismo. Una manera
de reconstruir el genoma a partir de los millones de
lecturas cortas es mediante el proceso de alineacion 13,
el cual consiste en ubicar cada lectura corta tomando
como referencia un genoma secuenciado previamente.
No obstante, los billones de lecturas cortas, asi como la
gran longitud del genoma de referencia (3000 millones
de nucleétidos para el genoma humano) complican el
proceso, ademas de que deben tomarse en cuenta las
diferencias biologicas entre ambas cadenas (insercio-
nes, supresiones o mutaciones de nucleétidos), asi
como los posibles errores de las maquinas de secuen-
ciacion. Para realizar el proceso de alineacion se utili-
zan diferentes algoritmos de elevada complejidad tem-
poral y espacial, algunos basados en programacion
dinamica “5!, siendo muy precisos pero requiriendo
gran cantidad de recursos computacionales, y otros
basados en heuristicas ©7), los cuales son menos exac-
tos pero mas rapidos. Alternativamente los métodos
pueden utilizar estimaciones estadisticas ', basadas
principalmente en métodos bayesianos o de maxima
verosimilitud o incluso aplicar herramientas de proce-
samiento digital de senales [9, entre otras técnicas.

La estrategia siembra y extiende
Recientemente se ha optado por combinar las técni-
cas heuristicas con aquellas basadas en programacion
dinamica para acelerar la alineacion de lecturas, reali-

zando un balance entre velocidad y precision. La mas
importante de tales estrategias se denomina siembra y
extiende (Figura 1).

LECTURA CORTA

Ei d
| alcic] [ele]T] Siambra
SiemV \ Siembra
Alclq]

6lalT]
Extension 4—| |—> Extension  Extension }—» Extension | Etapa de
L[ alalclelcl | .|| lalalelrlc] | |

REFERENCIA

Extension

FIGURA 1. La estrategia siembra y extiende.

Durante la etapa de siembra se intenta encontrar una
subcadena de la lectura corta (semilla) que se alinee
exactamente en uno o mas lugares del genoma de refe-
rencia. Esta aproximacion se basa en la premisa de que
si existe un alto grado de similitud de una subcadena
de lalectura en unaregion de la referencia, entonces es
mas probable que exista un buen alineamiento de toda
lalectura corta en esta zona. Para la etapa de extension
se intenta extender la semilla en ambas direcciones,
en esta etapa toda la lectura corta es alineada respecto
a la cadena de referencia en las zonas encontradas
durante la siembra. La extension permite determinar
de forma precisa la existencia de mutaciones, insercio-
nes o supresiones en la lectura respecto a la referencia.
Muchos alineadores modernos implementan la técnica
siembra y extiende, tal es el caso de BWA-SW 0191, BWA-
MEM 0] Bowtie2 2 y Cushaw?2 U3, Para la etapa de
siembra, dichos programas realizan un pre-procesa-
miento del genoma, obteniendo indices de biasqueda
eficientes mediante los algoritmos basados en Tablas
Hash 4, o0 en la Transformada de Burrows-Wheeler 51,
Posteriormente, para la extension implementan algo-
ritmos basados en programacion dinamica, tales como
el Smith-Waterman "¢, o el Needleman-Wunsch "7,

En este articulo se presenta el desarrollo de ABPSE,
un alineador eficiente en tiempo y espacio, que realiza
la alineacion de lecturas cortas mediante la estrategia
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siembra y extiende. La siembra utiliza los indices de
FM b8 para realizar las bisquedas exactas de semillas,
y la extension el algoritmo de programacion dinamica
basado en paralelismo a nivel de bit propuesto por
Myers 9, En particular, el algoritmo de Myers esta
basado en la distancia de Levenshtein para calcular la
similitud entre cadenas, tal algoritmo toma las venta-
jas del paralelismo a nivel de bit del tamafio de palabra
del procesador de una computadora, esto es eficiente
debido a que los procesadores realizan calculos con un
tamafno entero de palabra en un ciclo de memoria.
Basicamente, los calculos de las puntuaciones y las
comparaciones de cadenas son obtenidos simultanea-
mente mediante una serie de operaciones binarias que
comprenden AND, OR, XOR, complementos, desplaza-
mientos y sumas. Después de una profunda revision
de la literatura, se encontré que el algoritmo de Myers
no ha sido usado antes en estas aplicaciones.

Elresto del articulo se organiza de la siguiente manera,
en la siguiente seccion se presenta el disefo del sof-
tware de alineacion, iniciando con la descripcion del
esquema a bloques general propuesto, y culminando
con la descripcion detallada de los algoritmos y estrate-
gias en cada modulo dentro del mismo. En una seccion
posterior, se presentan, analizan y comparan los resul-
tados de ejecucion obtenidos. Finalmente, se estable-
cen las conclusiones principales.

METODOLOGIA

El modelo a bloques del programa de alineacion desa-
rrollado se muestra en la Figura 2. La implementacion
del mismo fue realizada utilizando el modelo secuen-
cial de desarrollo de software. Los datos de entrada del
alineador son: los archivos con los indices de FM del
genoma de referencia, el archivo con las lecturas cor-
tas en formato FASTQ, la cadena de referencia compri-
mida y un valor de error opcional n proporcionado por
el usuario, que limita el nimero de errores permitidos
en la alineacion. La salida es un archivo con la posicion
y la trayectoria de alineacion en el formato SAM [,

indices
de FM
JL

— | Generar formato
E\L—iner semilla |:v1> SAM
Alineacién SAM

Alineacion
inexacta

-

exacta T

l Semilla

Calcular regién
de siembra

SIEMBRA

Ruta de
alineacion

1
| 1
| 1
1 Vectoresde |

direccion |
[}
1
[}
1
1

Lectura y Segmento Calcular distancia

de Referencia de edicién

EXTENSION

ALINEADOR DE LECTURAS

FIGURA 2. Esquema general del alineador genérico.

El proceso inicia en el médulo de siembra, obteniendo
las semillas a partir de la lectura corta. Para determinar
las semillas, primero se intenta alinear la lectura entera
respecto a la cadena de referencia, mediante el algo-
ritmo de blisqueda hacia atras de Ferragina y Manzini
b8l Si la lectura se alinea de forma exacta entonces se
excluye todo el proceso de extension y se procede de
inmediato a generar los resultados de la alineacion en
formato SAM. En caso contrario, se obtienen las subca-
denas de lalectura que se alineen de manera exactaala
referencia, siendo consideradas semillas si tienen una
longitud no menor a cierta longitud minima precalcu-
lada. Una vez obtenida una semilla, el segundo paso es
calcular la region real donde ésta se ha alineado en la
cadena de referencia. El resultado de este paso es una
subcadena de la referencia que sera usada como entrada
en la fase de extension.

Una vez finalizada la etapa de siembra se inicia la
etapa de extension, la cual tiene como objetivo alinear
de forma inexacta la lectura corta y el segmento de la
referencia encontrado en la etapa de siembra. El pro-
ceso inicia con el calculo de la distancia de edicion
entre ambas cadenas utilizando el algoritmo de Myers
b9l obteniendo los vectores de bits que representan la
matriz de programacién dinamica. Posteriormente, se
procede a calcular la ruta de alineacién utilizando los
vectores de bits en un recorrido de la matriz hacia
atras. Finalmente, a partir de los resultados de la ali-
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neacion se construye el archivo en formato SAM, que
representa la salida del alineador y contiene toda la
informacion de la alineacion de la lectura corta.

El modulo de siembra

El modulo de siembra obtiene las semillas a partir de
cada lectura corta y posteriormente los segmentos de
la referencia en las regiones de siembra donde las
semillas se han alineado. ABPSE utiliza semillas con
maxima coincidencia exacta (SMEM, del inglés Super
Maximal Exact Match), pues proveen mayor exactitud
en la alineacién y utilizan menos tiempo de cémputo
que otras semillas, como las de longitud fija ?". En
particular, la longitud de una semilla SMEM puede ser
tan grande como la lectura corta, de tal manera que se
puede determinar inmediatamente cuando una lec-
tura corta se alinea exactamente a la cadena de refe-
rencia sin necesidad de realizar la etapa de extension.

Para asegurar hallar al menos una semilla que se ali-
nee en forma exacta a la cadena de referencia, la lec-
tura, al inicio, se divide en (n+1) regiones de longitud
fija como en la Figura 3, basado en el principio del
palomar 2, También se estableci6 la longitud minima
de la semilla igual al tamafo de estas regiones, como
lo indica la Ecuacién 1.

. i longitud de lectura corta
L_minima_semilla= (1)
(n+1)

La bisqueda de semillas inicia en uno de los extre-
mos de la lectura, intentando encontrar intervalos de
alineacion exacta mayores a la longitud de semilla
minima. Por ejemplo, si la busqueda termina dentro de
la primera region, la semilla se descarta al no cumplir
con el tamafio minimo (Figura 3a), reanudando una
nuevabusquedaenel caracterinmediatoasuizquierda.
Si la busqueda, por el contrario, termina en la region
dos, se ha encontrado una semilla candidata, y ésta se
almacena y se procede a reiniciar una nueva basqueda
a partir del inicio de la region 2 (Figura 3b).

Por otra parte, tomando en cuenta que mientras el
valor de n aumenta, el tamafio de la semilla disminuye
y en consecuencia se provocan alineaciones falsas en
miltiples regiones de la referencia, ABPSE permite
valores de n entre 0 y 3, y lecturas cortas con longitud
minima de 60 nucleétidos.

Region 3 Region 2 Region 1
| | X ‘ Lectura corta
{— Longitud minima — —_—

. 4

Blsqueda siguiente .
Semilla no

candidata

a)

Region 3 Region 2 Region 1
‘ | X Lectura corta
|— Longitud minima —| .
' '

Busqueda siguiente
Semilla

candidata

FIGURA 3. Busqueda de semillas.

Para implementar la etapa de siembra se utiliza el
algoritmo de biisqueda hacia atras basado en los indi-
ces de FM. Estos indices son una estructura de datos
conformada por la Transformada de Burrows-Wheeler
(TBW) de la cadena de referencia, el Arreglo de Sufijos
(AS) que contiene todas las posiciones de inicio de los
sufijos en la referencia, una Matriz de Ocurrencias
(Occ) de los cuatro caracteres del alfabeto = = {A, C, G,
T} en la TBW y un vector de frecuencia (C). Dichos
indices proporcionan una estructura eficiente en espa-
cio para realizar busquedas exactas de cadenas.

El Algoritmo 1 adaptada de la referencia ", realiza la
biisqueda exacta de cadenas. Las variables k y [ repre-
sentan el intervalo donde aparece el sufijo buscado, P
representa la cadena patron a buscar, 7 es un apuntador
y o el caracter del patron que se esta procesando actual-
mente. Las lineas del 5 al 10 representan el niicleo del
proceso de busqueda, basicamente, el ciclo toma cada
caracter del patrén una por una y va encontrando los
intervalos donde aparece el sufijo que se va formando.
Finalmente, el algoritmo retorna el intervalo [k, [] si k <
l o un intervalo vacio en caso contrario (lineas 11 al 15).
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ALGORITMO 1. Bisqueda exacta de cadenas.

function EXACTMATCH (R, P, C, Occ)

1

2 i=|P-1

3 k=0

4 1=|R]- 1

5 whilek <1&& i>0 do
6 c=P[i]

7 k=C[o] + Occ[o,k-1]+ 1
8 1=C[o] + Occ[o,l ]
9 i=i-1

10 end while

11 if k <1then

12 return {k,1}

13 else

14 return {®}

15 end if

16 end function

Por cada semilla obtenida mediante el algoritmo 1 se
almacenan 3 datos importantes: la posicion de inicio
de la semilla en la lectura corta, el tamano de la semi-
lla y los valores del intervalo (k y [). La posicién de
inicio y el tamaio de la semilla, permiten saber con
exactitud a partir de donde debe extenderse la semilla
hacia ambos lados, mientras que el intervalo deter-
mina las (I-k+1) regiones donde la semilla se ha ali-
neado, utilizandose como indices del arreglo de sufijos
(AS). En especifico, el valor del arreglo de sufijos es
utilizado para calcular la posicion de inicio y fin del
segmento de la referencia que sera utilizado en la
etapa de extension, tal como se muestra en la Figura 4.

AS —inicio semilla AS AS + longitud lectura — inicio semilla

| Margen | Semilla | Margen | Referencia
f— Longitud del segmento de referencia ———|

— Longitud de lectura —|

| Semilla | Lectura corta

*

Inicio de semilla

FIGURA 4. Calculo del segmento de la referencia
a utilizar en la etapa de extension.

Es posible que durante la alineacion se realicen opera-
ciones de eliminacién de nucle6tidos en la lectura
corta, lo cual significa que hay inserciones de caracte-
res en la cadena de referencia y por consiguiente la

region requiere un espacio mayor al tamafio de la lec-
tura corta. Es por esta razon que se agregan margenes
en cada extremo de la regién previamente encontrada
usando un valor de margen igual al niimero de errores
permitidos para la alineacion.

El modulo de extension

La etapa de extension se implementa utilizando el
algoritmo de Myers, el cual se basa en el calculo de la
distancia de edicién de Levenshtein, definida como el
namero minimo de operaciones de insercion, elimina-
cion o sustitucion, necesarias para transformar una
cadena a otra. La manera formal de calcular la distan-
cia de edicion de Levenshtein es mediante el algoritmo
de Programacion Dinamica (PD) que utiliza las férmu-
las recursivas de la Ecuacion (2).

Cli-1,j-11+3,;
ClijlFmin{ C[i-14]+1

Cli,j-11+1 2)

Con: _ 0, sip,=t
el 0

1, en otro caso

Donde C[i,j] contiene la minima distancia de edicion
entre el segmento del patron P ,P,...P, y todos los posi-
bles sufijos del texto T, T,,...Tj. Por ejemplo, dadas dos
cadenas similares T= “ATCATGAA” y P= “TCAGT?,
entonces, la matriz de distancia de edicién que repre-
senta el calculo de la similitud entre las dos cadenas es
la que se muestra en la Figura 5.

A T C A T G A A

o 0 0 0 0O 0 O O0 O

T 11 0 1 1 0 1 1 1
c 2 2 1 0 1 1 1 2 2
A 3 2 2 1 0 1 2 1 2
G 4 3 3 2 1 1 1 2 2
T 5 4 3 3 2 1 2 2 3

FIGURA 5. Matriz de distancia de edicion
entre las cadenas T = "ATCATGAA" y P = “TCAGT".

En tal caso, examinando la dltima fila de la matriz
puede notarse que las subcadenas de T que terminan
en la posiciones 4, 6 y 7 estan a solo dos transformacio-
nes del patron P.
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Puede notarse que cada celda de la matriz difiere de
las celdas vecinas inicamente por 3 valores (1, 0, -1).
Mediante esta observacion, Myers recodifico la matriz
de PD representando solo las diferencias entre las cel-
das vecinas en cada fila y columna sucesiva, utilizando
las formulas en las Ecuaciones (3) y (4). Asi se obtienen
las matrices de deltas mostradas en la Figura 6.

AV[I,_]]:C [1,_]]-C[l-1,_]] (3)

AT CAT G A A

00 0 0 0 0 0 0 0 a)
T 110 1 10 1 1 1
c111-10 10 1 1
A1 0 1 1 -10 1 -1 0
G 111110 -1 1 0
T 110 1 10 1 0 1
AT CAT G A A
00 0 0 0 0 0 0 0

T 1.0 11 0 -1 1 0 0 b)
C 20 -1-110 01 0
A3 10 111 1 -1 1
G 4 10 -1-10 0 1 0
T 5 -1-10 -1 -1 1 0 1

FIGURA 6. Representacion de la matriz
de programacion dinamica en deltas.
a) Delta vertical Av. b) Delta horizontal Ah.

Posteriormente, cada columna se almacena mediante
dos vectores de bits, VP y VN para la matriz de deltas
verticales y, HP y HN para la matriz de deltas horizon-
tales como se muestra en la Figura 7. Cada posicion de
estos vectores almacenan un 1 cuando se cumplen sus
igualdades de acuerdo a las Ecuaciones (5), (6), (7), y
(8), en caso contrario almacenan un 0, donde la nota-
cion W, ; indica el bit de la i-ésima posicion en el entero
W delaj-ésima columna. De esta manera, una columna
de la matriz original se ha representado en 4 vectores
de bits, lo cual reduce el espacio utilizado para calcular
la distancia de edicién.

VP, =1 « Avlijl=+1 (5)

VN;j=1 < Av[i,j]=-1 6)
HP,=1 < A[ij]= +1 )
HN;;=1 & Ah[ijl=-1 8)
AT CATG A A
T 101 1 0 1 1 1
c 110 0 1 0 1 1 a)
A0 1 100 1 0 0
G 11 1 10 0 1 0
T 101 1 0 1 0 1
AT CATG A A
T 0 0 0 0 0 0 0 0
C 00 1 00 0 0 0 b)
A0 0 0 1 0 0 1 0
G 000 00 1 0 0
T 00 0 00 0 0 0
AT CATG A A
T 00 1 00 1 00
C 000 1 00 1 0 C)
A0 0 0 0 1 1 0 1
G 0 0 0 00 0 1 0
T 00 0 0 0 1 0 1
AT CATG A A
T 0 1.0 0 1 0 0 0
C 01 100 00 0 d)
A1 01 10 0 1 0
G 1.0 1 10 0 0 0
T 11 0 1 1 0 0 0

FIGURA 7. Representacion en vectores
de bits de la matriz de programacion dinamica.
a) VP, b) VN, c) HP y d) HN.

Myers demostro que estos vectores pueden obtenerse
recursivamente mediante las Ecuaciones (9-14), donde
Xv y Xh son vectores auxiliares, y Eq es un vector que
codifica la igualdad de caracteres. El analisis se basa
en que una columna de la matriz de edicion solo puede
calcularse a partir de los valores de la columna previa.

Xv=EqOR VN, 9)
VP, = HNj, OR NOT (Xv OR HP;,) (10)
VNuu = HP;, AND Xv (11)
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Xh =Eq OR HNj, (12)
HP,, = VN, OR NOT (Xv OR VP;,) (13)
HN,, = VP;, AND Xh 14)

El Algoritmo 2 representa el algoritmo de Myers al
estilo de programacion en C adaptado de ™. Donde la
variable score contiene el iltimo valor de cada columna
de la matriz de distancia de edicién original, calculada
a partir del previo valor de score y el vector HP.

ALGORITMO 2. El algoritmo de Myers.

Precomputo de Peqc]
VP=1"
VN =0"
Score = m
forj=1,2,...,n
Eq = Peq[tj]
Xv=Eq|VN
Xh=(((Eq & VP) + VP) * VP) | Eq
HP = VN | ~(Xh | VP)
HN = VP & Xh
if HP & 10m-1 then
Score +=1
else if HN & 10m-1 then
Score -=1
end if
HP <<=1
HN <<=1
VP =HN | ~(Xv | HP)
VN = HP & Xv
if Score <k then
printf “Coincidencia en . j
end if
23 end for

00 N AN WA W=

N eI e T
P = O 0 000N W= O

Calculo de la trayectoria de alineacion

El algoritmo previo obtiene tinicamente la distancia
de edicion entre las cadenas, sin embargo, en esta apli-
cacion se requiere de la trayectoria de alineacion com-
pleta, por lo que fueron necesarias algunas modifica-
ciones. En la Figura 8 se muestran todas las rutas
posibles de alineacion entre las cadenas P y T, donde
las flechas de direccién indican la celda de la cual
puede preceder la celda C[i,j] durante el calculo de la
matriz.

A T C A T G A A
0 0 0 0 g o o o O
NV N AT AT N NY Y Y

T 1 1 +>1 1 >1 1 1
W+t VR

c 2 2 1 0-+1 1 1-»2 2

A 3\ i ->13>2\ iz

Pad b I N

SRR RV A RVERE R

T 5 4 3 3 2 1+2 23

FIGURA 8. Ruta de alineacion a partir
de la distancia de edicion minima.

En el ejemplo, la mejor distancia de edicion es 1,
entonces, a partir de la casilla con este valor puede
recorrerse la matriz hacia atras y determinar la ruta de
alineacion; el proceso se realiza de derecha a izquierda
y se apoya en flechas verticales, horizontales y diago-
nales. Finaliza cuando llega a una casilla de la primera
fila de la matriz o se hayan recorrido todas las colum-
nas. Una flecha en diagonal significa una coincidencia
o sustitucion de caracteres entre las dos cadenas; una
vertical, una insercion respecto al patron; y una hori-
zontal la eliminacion de un caracter en el patron.

Como puede verse, las flechas horizontales y vertica-
les coinciden perfectamente con los unos dentro de los
vectores HP y VP de la Figura 7, por lo que pueden
utilizarse en el recorrido hacia atras. Sin embargo, no
hay informacién sobre las diagonales, solo la del vector
Eq, lo cual no es suficiente si los caracteres compara-
dos no coinciden entre ellos. Para remediarlo, fue
extendida la tabla presentada en el articulo original
del algoritmo 19 con las posibles combinaciones de
entrada, tal como se muestra en la Tabla 1, donde para
clarificar el concepto se han incluido a la derecha
ejemplos de combinaciones de entrada que justifican
los valores de la salida D. A partir de ahi, pueden deri-
varse de forma inmediata el vector de la Ecuacion 15,
el cual representa los movimientos diagonales.

D = Eq or not (VN;, or HN;,) (15)

El vector D, para el caso que se ha tratado como ejem-
plo en este articulo, se muestra en la Figura 9.
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TABLA 1. Tabla de verdad para obtener el vector D.

FIGURA 9. Direcciones en diagonal usando el vector D.

A partir de los vectores VP, HP y D, pueden obtenerse
con facilidad todas las rutas de alineacion. Por ejem-
plo, el Algoritmo 3 realiza el recorrido hacia atras para
obtener una posible ruta de alineacion. Las entradas
del algoritmo son los vectores D y VP que representan
las direcciones en diagonal y vertical, m es la longitud
de la lectura corta, dmin es la distancia minima de edi-
cién y col la columna donde se encontr6 dicha distan-
cia. La definicion de las variables se realiza en las
lineas 2 a 4, donde la variable CIGAR almacena todas
las operaciones de la alineacioén, la variable bit_actual
es una mascara auxiliar que permite identificar en que
bit se encuentra el recorrido dentro de cada vector de
bits e i es un apuntador de indice de la variable CIGAR.

El nacleo del programa se encuentra entre las lineas 5
y 17, donde se realiza el recorrido de la matriz hacia
atras, revisando los vectores D y VP hasta que ya no

No. Ahy, Avin D Ahgy AVgut Vista de las 4 casillas
1 -1 -1 1 1 1 1] 0 1 1 1 [ 2 [ 1
2 0 -1 1 1 0 0 [ 1 0o | 1 0o [ 1] o
3 1 -1 1 1 -1
4 -1 0 1 0 1 1] o0 0] o 0 |1 1
5 0 0 1 0 0 1 1 0 ] o 0 | o |1
6 1 0 1 0 -1
7 -1 1 1 -1 1 1 0 ] o 1 1
8 0 1 1 -1 0 2 |1 1 | o 1 | o [ 2
9 1 1 1 -1 -1
10 -1 -1 0 1 1 1 1 1 1 | 2 [ 1
11 0 -1 0 1 0 0 [ 1 0 | 1 0o [ 1] o
12 1 -1 0 1 -1
13 -1 0 0 0 1 1] 0 0 ] o 0 | 1 1
14 0 0 1 1 1 1 1 0 | 1 0 [ 1 1
15 1 0 1 1 0
16 -1 1 0 -1 1 1 0] o 1 1
17 0 1 1 0 1 2 |1 1 1 1 1 | 2
18 1 1 1 0 0
A T C A T G A A pueda desplazarse mas el bit de la mascara auxiliar o
T 1 1 1 1 1 1 1 1 cuando el contador de columna col sea igual a cero. La
cjrjojrjo0)0)1Jj1 )1 ruta de alineacion o CIGAR, almacena la serie de ope-
A 1 0 0 1 0 1 1 1 .
raciones que transforman la lectura al texto de referen-
G 0 1 0 0 1 1 0 1
T 0 1 0 0 1 1 1 1

ALGORITMO 3. Recorrido hacia atras
para obtener una ruta de alineacion.

function RUTA_DE_ALINEACION (D,VP,m,
dmin, col)

—_

2 CIGAR [m + dmin + 1]

3 bit actual=1<<(m-1)

4 i=0

5 while (bit_actual && col >=0) do
6 if (D[col] & bit_actual) then
7 bit_actual >>=1

8 col --

9 CIGAR[i++] = ‘M’

10 else if (VP[col] & bit_actual) then
11 bit_actual >>=1;

12 CIGAR[i++] =T

13 Else

14 col--;

15 CIGAR[i++] = ‘D’

16 end if

17 end while

18

19 while (bit_actual) do

20 CIGAR[i++] =T’

21 bit_actual >>=1

22 end while

23

24 revertir(CIGAR,i)

25

26 return CIGAR




10 REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA BIOMEDICA | Vol. 40 | No. 1| ENERO - ABRIL 2019

cia, una coincidencia o sustitucion de nucleétidos se
representa con la letra M, una insercion con la letraly
una eliminacién con la letra D. En el proceso, es proba-
ble quelalecturacortadebaalinearse masalaizquierda
del segmento de referencia, lo cual sucede cuando la
columna llega a cero antes que la mascara auxiliar, por
lo que es necesario agregar operaciones de insercion
en el CIGAR, lo anterior se realiza en las lineas 19 a 22.
Finalmente, en la linea 24 se invierte la cadena resul-
tante antes de ser retornada por la funcién. El CIGAR
para el ejemplo que se ha tratado en este articulo se
muestra en la Figura 10, donde puede verse clara-
mente la alineacién y las operaciones realizadas.
Luego, el CIGAR se compacta segin las especificacio-
nes del formato SAM, obteniendo una version corta del
resultado; en este caso es “3M1I11M”. Evidentemente,
ambas operaciones pueden ser realizadas por la misma
funcién, lo cual ocurre en el codigo real del alineador.

Texto A T C A T G A A
Cigar M MMI M
Patrén T C A G T

FIGURA10. El CIGAR de la alineacion.

Extendiendo el algoritmo para lecturas
con longitud mayor aw

La descripcién anterior es valida cuando el tamafio de
la lectura m es mayor al tamano de la palabra w del
procesador, la cual esta limitada a 64 en los procesado-
res modernos. Para eliminar dicha limitante fue nece-
sario el procesamiento a bloques como se muestra en
la Figura 11.

Texto

bl

b2

[ I B — o N B - B

bn

FIGURA 11. Modelo basado en bloques de vectores.

Por cada vector de bits en el algoritmo original, ahora
se requieren b= m/w vectores. El calculo se realiza
columna a columna, comenzando con el vector de bits
del primer bloque y continuando en forma descen-
dente, tomando en cuenta que, a diferencia de los
vectores de bits en los bloques superiores de la matriz,
las cuales contienen valores de 0 en el bit menos sig-
nificativo, el resto de los bloques pueden contener
valores de 0 o 1 debido al desplazamiento de bits de
los bloques que los anteceden en la columna. Ademas,
los vectores de bits en los bloques del altimo nivel
pueden extenderse mas alla del bit que corresponde a
la longitud m de la cadena patron, es decir bitmax = w
- m (mod w). Por lo que para calcular el valor de la dis-
tancia de edicion es necesario un seguimiento preciso
de dicho bit, lo cual se realiza mediante una mascara
binaria apropiada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para probar la funcionalidad y eficiencia del programa
desarrollado se alinearon varios conjuntos de prueba,
con un millén de lecturas cortas cada uno, y longitudes
de 64, 100 y 128 nucleétidos, a los cromosomas 19, 20,
21y 22 del genoma humano. Las lecturas cortas fueron
generadas de forma artificial utilizando el programa
wgsim con una razén de mutaciones de 0.4%, la cual
representa el limite de variaciones en el caso del
genoma humano 3, donde el 25% de esas mutaciones
son indels (inserciones y eliminaciones) y el 70% de los
indels son extendidos. El error de secuenciacion fue
configurado a 0.1%, valor tipico en las maquinas de
secuenciacion actuales ™. Todas las pruebas fueron
realizadas en una computadora con procesador Intel
Core i7 de Sexta generacion, 16 GB en RAM y 1 TB en
disco duro, con sistema operativo Ubuntu 14.04.

En la Tabla 2 se muestran los tiempos de alineacion
obtenidos, donde puede observarse que incluso los
conjuntos de lecturas cortas de 128 nucleétidos,
requieren menos de 150 segundos de procesamiento.
Lo cual se debe principalmente al paralelismo a nivel
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de bit del algoritmo utilizado en la etapa de extension.
También puede observarse una dependencia directa
del tiempo de alineacién con respecto a la longitud de
lalectura, y que los tiempos de alineacién permanecen
practicamente constantes aun cuando se incrementa la
longitud de las cadenas de referencia.

TABLA 2. Tiempos de ejecucion de ABPSE.

Referencia Longitud de lectura (nts)
64 100 128
Chr21 97,61 s. 111,16 's. 140,35 s.
Chr22 106,11 s. 113,87 s. 137,21 s.
Chr19 101,20 s. 131,41 s. 145,19 s.
Chr20 107,33 s. 120,88 s. 143,42 s.

Esto altimo es muy apropiado, ya que permite la ali-
neacion de lecturas a cadenas de referencia muy gran-
des sin tiempos extras de computo, y se debe a la com-
plejidad temporal del algoritmo usado en la etapa de
siembra (biisqueda basada en indices de FM), la cual es
una funcién de la longitud de las lecturas cortas y no
de la longitud de la cadena de referencia.

TABLA 3. Exactitud de alineaciéon con ABPSE.

Tipo de Longitud de lectura (nts)
Referencia

resultado 64 100 128
Alineadas 986558 976349 967040

Chr21 No alineadas 13442 23651 32960
r Correctas 976101 970002 961044
Incorrectas 10457 6347 5996
Alineadas 985954 976409 967229

i 14046 23591 2771

Chr22 No alineadas 3 3277
Correctas 956513 955025 947981

Incorrectas 29441 21384 19248
Alineadas 985117 975625 967397

Chr19 No alineadas 14883 24375 32603
r Correctas 962164 963039 956562
Incorrectas 22953 12586 10835
Alineadas 986079 976309 967061

No alineadas 13921 23691 32939

Chr20

Correctas 972866 968010 959421

Incorrectas 13213 8299 7640

Adicionalmente, se determino la cantidad de lecturas
que se alinearon correcta e incorrectamente a su ori-
gen. Esto fue posible debido a que el generador de lec-

turas artificiales, wgsim, proporciona la ubicacion
exacta de donde es extraida cada una de sus lecturas.
De esta manera, mediante una funcién de compara-
cion se validan los resultados de ABPSE. En esta
prueba, se consideran correctas aquellas alineaciones
en un intervalo de +3 nucle6tidos de su posicion origi-
nal, considerando la posibilidad de inserciones o eli-
minaciones en relacion al genoma de referencia. Los
resultados se muestran en la Tabla 3, donde puede
notarse un porcentaje promedio de 96.2% de alinea-
ciones correctas, 1.39% de alineaciones incorrectas y
2.41% de lecturas no alineadas. Las alineaciones inco-
rrectas son provocadas principalmente por regiones
repetidas, lo cual puede mejorarse posteriormente al
utilizar lecturas apareadas.

Finalmente, se compararon los tiempos de ejecucion
del alineador propuesto y el de los populares progra-
mas de alineacién BWA-SW y BWA-MEM. Ambos pro-
gramas utilizan la estrategia siembra y extiende, y los
indices de FM para la etapa de siembra. En la extension
BWA-SW utiliza el algoritmo de Smith-Waterman
mientras que BWA-MEM utiliza una combinacién de
alineacioén local y global. La comparacion fue realizada
utilizando un solo niicleo del procesador en cada uno
de los programas. La Figura 12 muestra los resultados
al alinear conjuntos de 1 millon de lecturas al genoma
humano completo.

400
350
300
250
200

150 /

100

Tiempo de alineacion (s)

50

64 nucleétidos 100 nucleétidos 128 nucleétidos

——BWA-SW —e—BWA-MEM ABPSE

FIGURA 12. Comparacion de los tiempos de alineacion
de ABPSE con los alineadores BWA-SW y BWA-MEM.
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Puede observarse como el alineador propuesto pro-
porciona un factor de aceleracién superior a 2.45x res-
pecto al programa BWA-SW y 1.36x respecto al alinea-
dor BWA-MEM, ambos programas han sido catalogados
entre los mas rapidos y exactos alineadores de ADN en
la actualidad 425!, Estas mejoras en la velocidad son
muy significantes, puesto que en un proceso normal de
alineacion, los billones de lecturas que deben alinearse
implican dias completos de procesamiento, lo cual con
ABPSE podria realizarse en solo unas horas. Factores
dealineacién superiores solo se hanreportado mediante
aceleradores Hardware basados en unidades de proce-
samiento grafico GPUs 2%, 0 en FPGAs 27, aunque estas
son excelentes opciones, su elevado costo suele ser una
limitante. En esta prueba ABPSE utilizé en promedio
solo 7.6 GB de memoria RAM, lo cual permite su ejecu-
cion en cualquier computadora convencional.

El nimero promedio de lecturas mapeadas correcta e
incorrectamente, también fue contrastado en esta
prueba, obteniendo los resultados de la Figura 13.

Incorrectas W 1.77%

Correctas | —— 97.25%

BWA-MEM

No alineadas 1 0.98%
Incorrectas W 1.78%

Correctas I —— 96.10%

ABPSE

No alineadas M 2.32%
Incorrectas WMl 3.97%

Correctas I 94.82%

BWA-SW

No alineadas I 1.21%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

FIGURA 13. Comparacion de la eficiencia
de ABPSEcon los alineadores BWA-SW y BWA-MEM.

Puede observarse una eficiencia comparable entre los
tres programas. En particular, al calcular el error de
alineacion definida mediante la Ecuacion 16, se obtie-
nen valores de 0.0401, 0.0181 y 0.0178 para BWA-SW,
ABPSE Y BWA-MEN respectivamente.

No. de Lecturas alineadas incorrectamente

Error = (16)

No. de Lecturas alineadas

Lo anterior refleja una eficiencia muy cercana entre
BWA-MEM y ABPSE, siendo mayor a la de BWA-SW. La
ligera desventaja en relacion a BWA-MEN puede supe-
rarse en versiones posteriores al refinar la técnica de
sembrado.

CONCLUSIONES

En este articulo se presento el desarrollo de un pro-
grama de alineacioén de lecturas cortas de ADN que
implementa la estrategia siembra y extiende, utili-
zando la combinacién de dos algoritmos muy eficien-
tes. En la etapa de siembra se utilizo el algoritmo de
bisqueda hacia atras basado en los indices de FM que
permite realizar biisquedas exactas de cadenas de
forma muy rapida independientemente de la longitud
de la cadena de referencia. Para la etapa de extension
se implemento el algoritmo de programacion dinamica
de Myers que calcula la distancia de edicion entre dos
cadenas. Este altimo algoritmo fue extendido para
obtener la trayectoria de alineacién de las cadenas uti-
lizando vectores de bits. Mediante las pruebas realiza-
das se demuestra que la combinacién de dichos algo-
ritmos permite el desarrollo de alineadores de alta
velocidad, gracias al paralelismo a nivel de bit en la
etapa de extension. A pesar de que la exactitud del
alineador es muy bueno, ésta podria mejorarse si se
exploran otros tipos de semillas en la etapa de siem-
bra. Por otra parte, la etapa de extension podria ser
implementada directamente en hardware, donde el
tamano del entero no es un factor limitante, evitando
de esta manera la programacion a bloques y en conse-
cuencia permitiendo la aceleracion al maximo del pro-
grama, asi como la alineacién de lecturas mucho mas
largas.
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RESUMEN

Se describe el proceso para obtener un adhesivo sensible a la presion (PSA). Este PSA esta formado por un copolime-
ro de acrilato de 2-etilhexil (2-EHA) / metacrilato de metilo (MMA) en una relacion 80:20 que se polimerizé median-
te una técnica de polimerizacién en emulsion. Se anadieron nanoparticulas de 6xido de zinc (NPZnO) a este copoli-
mero, que se sintetizaron previamente y se modificaron superficialmente con 3-aminopropil-3-toxisilano (APTES) y
dimetilsulfoxido (DMSO) para mejorar su dispersion en la matriz de copolimero. Los nanocompuestos obtenidos se
caracterizaron por espectroscopia infrarroja (FTIR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y pruebas de adhesion
al delaminado. Ademas, se determino la actividad antimicrobiana contra S. aureus y S. pyogenes, asi como la cito-
toxicidad en células humanas (HeLa). Los resultados demostraron que la adicion de las nanoparticulas de NPZnO
al copolimero incrementa la temperatura de transicion vitrea (Tg) asi como las propiedades antimicrobianas del
adhesivo mejorando a su vez su adhesion superficial. Con respecto al comportamiento adhesivo, el PSA con NPZnO
sin modificar mostré una mayor resistencia al delaminado, esto quiere decir que las nanoparticulas incrementan la
fuerza cohesiva y proporcionan resistencia a temperaturas elevadas, lo cual seria beneficioso a su aplicacion final.
Finalmente, los resultados de citotoxicidad mostraron que la incorporacion de NPZnO al PSA disminuye la viabili-
dad celular, sin embargo no se considera toxico acorde a la norma ISO 10993 test for in vitro cytotoxicity.

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas de ZnO; modificacién de la supetrficie; polimerizacién en emulsion; propiedades
antimicrobianas; citotoxicidad
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ABSTRACT

The process for obtaining a pressure sensitive adhesive (PSA) is described. This PSA is formed by an acrylate copoly-
mer of 2-ethylhexyl (2-EHA) / methyl methacrylate (MMA) in an 80:20 ratio which was polymerized by emulsion
polymerization technique. Zinc oxide nanoparticles (NPZnO) were added to this copolymer, which were previously
synthesized, and surface modified with 3-aminopropyltretoxysilane (APTES) and dimethyl sulfoxide (DMSO) to
improve its dispersion in the copolymer matrix. The obtained nanocomposites were characterized by infrared spec-
troscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC) and T-peel adhesion tests. In addition, the antimicrobial
activity against S. aureus and S. pyogenes as well as the cytotoxicity in human cells (HeLa) were determined. The
results demonstrated that the ZnO nanoparticles incorporation enhanced the glass transition temperature (Tg) and
the antimicrobial activity of PSA copolymer as well as its surface adhesion. It was confirmed that NPZnO modifi-
cation with APTES increased its antimicrobial activity. Regarding adhesive behavior, PSA with unmodified NPZnO
showed a greater peel resistance. This indicates that these nanoparticles enhances the cohesive force and induces
a better high temperature performance, which is beneficial for the final application. Finally, cytotoxicity results
showed that the incorporation of NPZnO to PSA decreases the cell viability, however this PSA is not toxic according
to the standard ISO 10993 test for in vitro cytotoxicity.

KEYWORDS: ZnO nanoparticles; surface modification; emulsion polymerization; antimicrobial properties; cytotoxicity
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INTRODUCCION

Los adhesivos sensibles a la presion (PSA) son mate-
riales viscoelasticos que, en su estado seco y a tempe-
ratura ambiente, se vuelven pegajosos cuando se aplica
una pequefa presion. Debido a estas propiedades, los
PSA tienen una gran cantidad de aplicaciones, desde la
industria de la construccién hasta la medicina. Los PSA
se han sintetizado mediante polimerizacion en emul-
sion y se han incorporado una amplia variedad de relle-
nos nanométricos para modificar sus propiedades o
incluso afiadir nuevas caracteristicas. Las nanoparticu-
las de ZnO (NPZnO) son materiales inorganicos que se
pueden incorporar en una matriz polimérica. Las pro-
piedades intrinsecas del PSA dependen de la fase del
polimeroy de las propiedades antimicrobianas y citot6-
xicas del material inorganico de relleno. ZnO tiene una
amplia gama de aplicaciones en ingenieria, medicina y
aeronautica, entre otros. Dicha aplicacion incluye dis-
positivos automotrices, sistemas de comunicacion, sis-
temas biologicos tales como biomateriales para inge-
nieria de tejidos, polimeros de memoria de forma como
interruptores moleculares, biosensores, diagnostico de
laboratorio y liberacion de farmacos . Existen diferen-
tes factores que afectan la funcionalidad del PSA, entre
los que se encuentran la composicion, la morfologia de
las particulas, la resistencia adhesiva, la flexibilidad,
entre otros . Se han publicado varios trabajos relacio-
nados con la sintesis de PSA con diferentes particulas
nanoestructuradas, para mejorar las propiedades
mecanicas y de liberacion del farmaco, o aumentar la
conductividad eléctrica. Por lo tanto, Jingyeong O.
(2009) B! prepararon composiciones de nanoarcillas de
montmorillonita de poliacrilato (MMT) en diversos
contenidos de arcilla por mezcla mecanica y polimeri-
zacion en emulsion in situ. Descubrieron que la tempe-
ratura de transicion vitrea (Tg) del polimero y las pro-
piedades viscoelasticas dependen de la concentracion
final de MMT. Las propiedades mecanicas de PSA
usando EA/EHA llena de NaMMT fueron estudiadas
por Lofton L. (2004) 4 Descubrieron que las propieda-
des adhesivas se ven fuertemente afectadas por el tipo

y la cantidad de nanoarcillas incorporadas. Por ejem-
plo, la fuerza de delaminado y adherencia disminuyo
gradualmente con una mayor cantidad de nanoarcilla
de MMT. Y se observo un aumento sustancial en el
esfuerzo cortante. El contenido maximo determinado
de arcilla modificada fue 1% en peso. Mientras que se
observo una influencia moderada sobre la adherencia,
la resistencia al despeguey el esfuerzo cortante cuando
se incorporaron nanoarcillas no modificadas 59!,

Otra investigacion presenta la incorporacion de sili-
cato de sodio a nanoescala a Poli (2-EHA-co-AA) con el
fin de mejorar la absorcion de sodio-cloxacilina.
También Wang et al. (2006) 7, desarrollaron un adhe-
sivo de polibutilacrilato y SWNT (nanotubos de car-
bono de pared simple) para aumentar la conductividad
eléctrica. Los SWCNT se funcionalizaron con poli
(alcohol vinilico) (PVA), en una proporcion de 0,3% en
peso. Los resultados demostraron que la conductivi-
dad aumenta en diez 6rdenes de magnitud. También
en este umbral, la adhesion cambia y se observo un
aumento en la pegajosidad. De la misma manera, la
energia de adhesién aumenta aproximadamente un
85% con la adicion de PVA-SWNT a la misma concen-
tracion. Aunque hay varios informes sobre la prepara-
cion de nanocompuestos adhesivos de PSA acrilico, no
se han encontrado informes que impliquen la incorpo-
racion de NPZnO, modificadas o no modificadas en la
superficie, en la matriz de polimero adhesivo PSA.

Por lo tanto, en este trabajo se discute la sintesis de NP
esféricas de ZnO y su incorporacion a PSA. Las NPZnO
se modificaron en superficie con dos agentes diferen-
tes: 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) y dimetilsul-
foxido (DMSO) a contenidos de 0.1, 0.2 y 0.3% en peso.
Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por
difraccion de rayos X (XRD) y microscopia electrénica
de transmision (TEM). El compuesto PSA/NP obtenido
se estudi6 mediante microscopia electrénica de trans-
misiéon (TEM), resistencia al delaminado y pruebas
antimicrobianas contra dos microorganismos diferen-
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tes: Staphylococcus aureus (S. aureus) y Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes), y finalmente, se realizaron
pruebas de citotoxicidad en los adhesivos obtenidos.

METODOLOGIA

Materiales

Acrilato de 2 etilhexilo (2-EHA), Metilmetacrilato
(MMA), acido acrilico (AA), persulfato de amonio
(APS), Latemul-180, dodecanotiol, hidroquinona (HQ)
acetato de zinc (Zn(Ac),+2H,0), hidroxido de sodio
(NaOH), dimetilsulfoxido (DMSO) y aminopropiltri-
metoxisilano (APTES) todos con 98% de pureza y de
Sigma Aldrich. Etanol fue obtenido de J.T. Baker y
agua desionizada de un sistema de columnas de inter-
cambio i6nico (Cole-Parmer Instruments).

Preparacion de las nanoparticulas
de ZnO (NPZnO)

NPZnO fueron sintetizadas preparando una solucion
etanolica de 0.06 M de Zn(Ac),*2H,0 que fueron colo-
cadas en un reactor. Enseguida la mezcla fue puesta en
reflujo a 80 °C por 2 h a 100 rpm. Después de agregar
una solucién aucosa que contenia 0.22M de NaOH, la
mezcla resultante se puso en marcha durante 12 h a
temperatura ambiente y el precipitado se hizo pasar
por centrifugado tres veces con el 500 mL de etanol y
se secO en una estufa a 80 °C durante 24 h.

Modificacion superficial

La modificaciéon superficial de las NPZnO fue llevada
a cabo colocando 10 g de nanoparticulas en un matraz
bola de 3 bocas provisto de un condensador al que se
adicionaron 100 mL de octano como solvente. Los
diferentes agentes modificantes (dimetil sulfoxido y 3
aminopropiltrietoxisilano) se afiadieron en una rela-
cion en masa de 2:1. La reaccion se llevd a cabo
mediante reflujo durante 3 h a 80 °C y agitacion cons-
tante. Después el sistema fue enfriado, el material se
pulverizo y sec6 durante 12 h a 80 °C para su posterior
caracterizacion.

Sintesis de adhesivo sensible
ala presion (PSA)

Diferentes concentraciones de nanoparticulas (0.1,
0.2 y 0.3%), sin y con modificacién superficial con los
agentes APTES y DMSO, fueron dispersadas en la mez-
cla de monémeros 2-EHA/MMA en una relacion en
masa de 4:1; es decir, se anadieron 16 mL de 2-EHA y 2
mL de MA del agente de transferencia de cadena AA,
asi como 2 partes por 100 partes de monomero en peso
(phm) utilizando un sonificador Branson W700 con un
38% de potencia por 15 minutos, siendo esta la fase
oléica en el sistema de polimerizacion. Asimismo, se
prepar6 una soluciéon micelar en una relacion peso sur-
factante/agua (Latemul 180/H?0) de 0.8/99.2%, agi-
tando durante 30 minutos; luego se adicion6 la fase
oléica y se mantuvo por 5 minutos. Después, los com-
ponentes de la emulsion se colocaron en un reactor
enchaquetado con flujo de nitrogeno para prevenir la
oxidacion. La reaccion se realizo a una velocidad de
400 rpm, a 80 °C, durante 2 h. También se controlo el
PpH con una soluciéon de NaOH al 10% como agente neu-
tralizante para modificar la acidez de la emulsion.

Caracterizacion

Las NPZnO fueron caracterizadas mediante un anali-
sis de XRD llevado a cabo en un difractometro SIEMENS
D-5000 con radiaciéon CuKa para identificar la fase cris-
talina de las nanoparticulas. Las NPZnO sin y con
modificacion y el PSA fueron caracterizadas con un
JEOL 1200XII TEM para obtener la distribucién de
tamafos de particula y la incorporacion de las nano-
particulas en el PSA. El analisis de FT-IR fue llevado a
cabo en un espectrofotometro Nicolet Magna 5500 uti-
lizando ATR de las muestras de los PSA obtenidos para
identificar las bandas de absorcion presentes en cada
uno de los materiales sintetizados. La determinacion
de la temperatura de transicion vitrea (Tg) se deter-
min6é mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) en un DSC modelo 2920 (TA Instruments) a pre-
sién constante en una amplitud de +1 °C cada 60 sauna
velocidad de 10 °C/min hasta temperatura ambiente.
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Resistencia a la delaminacion

Las pruebas mecanicas que se practicaron a los adhe-
sivos sin y con NPZnO, para determinar la fuerza de
delaminacion y de corte, se realizaron depositando
material adhesivo en una pelicula de polietileno, las
cuales fueron puestas a secar a temperatura ambiente
por 48 h para evaporar el agua y el monoémero residual
presente. Después se cortaron tiras de 25.4 mm de
ancho, preparadas mediante un recubrimiento preciso
de 0.03 mm de espesor del adhesivo con y sin nanopar-
ticulas aplicado, bajo condiciones fijadas por los estan-
dares de ASTM, a una temperatura de 23 °C y 50% de
humedad relativa y bajo los procedimientos estableci-
dos por la ASTM para la evaluacion de los materiales
sintetizados en este trabajo, Pelaje: D3330/D 3330M-04
y adhesién de corte: D3654/D 3654M-02, la cual marca
una velocidad de prueba de 300 mm/min (11.8100 in/
min). Se utilizé un rodillo de 2.06 Kg el cual se paso
tres veces por la muestra para ejercer presion sobre
ella. Los ensayos se llevaron a cabo en una maquina de
ensayos universal marca Instron.

Determinacion de la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas
y de los adhesivos

Con la finalidad de evaluar la sensibilidad antimicro-
biana de los nanocompuestos y las nanoparticulas en
estudio, se procedio a la realizacion de pruebas micro-
biolégicas, las cuales comprenden el método de difu-
sion con disco en agar de acuerdo con los estandares
marcados por CLSI (Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio). En el caso de las nanoparticulas se
pusieron discos de nanoparticulas de 1 cm de diame-
tro obtenidos por compresion y de los nanocompues-
tos se colocaron muestras de 2 cm de diametro provis-
tas de un soporte de polietileno.

La suspension bacteriana se extendidé en 3 planos
sobre la superficie de la placa de agar sangre (AS) para
S. pyogenes y Mueller Hinton (MH) S. aureus usando
un hisopo de algodon. Los discos de NPs y de los nano-

compuestos con diferentes concentraciones de NPs se
depositaron sobre el agar inoculado, con al menos 3
cm de separacion una de otra y no mas de 5 discos por
placa de agar. Cabe mencionar que el ensayo se realiz6
por triplicado. Las placas con agar se incubaron en un
ambiente aerdbico a 37 °C, de 18 a 24 h. Al dia siguiente
se registraron las zonas de inhibicion, de cada sistema
en estudio, para cada una de las bacterias analizadas,
se realizaron los calculos respectivos para obtener la
media de las tres repeticiones realizadas.

Ensayos de citotoxicidad

Se utilizo la linea celular HeLa (ATCC CCL-2), fueron
crecidas utilizando Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) y en el medio RoswellPark Memorial Institute
(RPMI-1640), respectivamente, fueron incubadas a 37
°C en una camara de CO, al 5%. Buffer fosfatos, suero
bovino fetal, glutamina y piruvato de sodio (Gibco), y
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetra-
zol (MTT, Sigma Aldrich).

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos,
donde se sembraron 8,000 células por pozo y se incu-
baron con los adhesivos en forma de latex sin y con
NPZnO, para determinar la citotoxicidad. Después de
24 h, se midi6 la viabilidad celular mediante el ensayo
MTT ©, Para ello, se afnadi6 a cada pocillo 80 uL del
reactivo MTT a una concentracion de 5 mg/mL (Sigma-
Aldrich St. Louis, Mo. USA), y se incubaron por 4 h.

Lectura de resultado

Pasadas las 4 h se retir6 el sobrenadante de cada poci-
llo y se anadieron 800 pL. de DMSO (Dimetilsulféxido)
para disolver los cristales formados. 200 pL se transfi-
rieron a una caja de 96 pozos para realizar la lectura a
595 nm en un lector de placas de ELISA marca BioRad.
El control sin NPs se tom6 como un 100% de viabilidad
celular y a partir de este punto se calcul6 el porcentaje
de viabilidad del resto de los pocillos con la siguiente
formula. % de viabilidad = (lectura 595 nm trata-
miento/lectura 595 nm control sin tratamiento) X100.
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RESULTADOS Y DISCUSION
El patron de difraccién de XRD de las NPZnO obteni-
das a partir del método de precipitacion quimica se
muestra en la Figura 1.

Lasnanoparticulas obtenidas presentaron una estruc-
tura hexagonal tipo wurtzita correspondiente al ZnO.
El diametro promedio de particula se calcul6 a través
de la ecuacion de Debye-Scherrer ©» usando el ancho
medio maximo P de las lineas de difraccion de rayos X.

KA
D=
BCOSO

(V)

Donde, D es el diametro de la particula, k es la cons-
tante de scherrer, A es la longitud de onda de los rayos
X, B la anchura del pico a la mitad del maximo, 6 es el
angulo de difraccion de Bragg. De acuerdo con esta
ecuacion el diametro determinado de las NPZnO
mediante esta técnica fue de 17 nm aproximadamente.

{201

(110) (103)
(112)

Intensidad (u.a.)

20 30 40 50 60 70 80

FIGURA 1. Patrén de difraccion de Rayos-X de las NPZnO.

La Figura 2a y b muestra una micrografia de TEM de
las NPZnO sin modificaciéon y la imagen de las NPs
modificadas superficialmente con APTES, respectiva-
mente. La Figura 2a muestra las NPZnO, las cuales
presentan un tamafio promedio de 41 nm, estas tien-
den aglomerarse debido a la alta energia superficial de
las nanoparticulas. La Figura 2b muestra la imagen de

las NPs modificadas en la que se observa un recubri-
miento depositado sobre la superficie de las nanopar-
ticulas como resultado de la modificaciéon. El espesor
del agente de modificacion no se aplico uniforme-
mente sobre la superficie de las NPZnO, como se puede
apreciar en la Figura 2b. El espesor del recubrimiento
de las nanoparticulas se relaciona con el tiempo de
funcionalizacién, temperatura y relacion molar utili-
zada entre otros. El recubrimiento puede estar unido
quimicamente a la nanoparticula por medio de enlaces
Si-O o enlaces covalentes, ya que durante el trata-
miento se generan algunos radicales libres del ZnO en
la superficie de las nanoparticulas y estos pueden inte-
ractuar quimicamente °!. Esto produce que las nano-
particulas tienden a tener una mejor dispersién cuando
son incorporadas a una matriz polimérica, lo cual es
atribuido al impedimento estérico entre las nanoparti-
culas que reduce asi su tendencia a aglomerarse [,
Este efecto puede deberse a la interaccién que tienen
los agentes de modificaciébn con los monoémeros,
debido a que hay un cambio en el grado de incorpora-
cion de las NPs con los agentes de modificacion.

FIGURA 2. Micrografias obtenidas por TEM

de las nanoparticulas de ZnO sin modificar a)
y b) modificadas con APTES.

La modificacion superficial de las NPs puede llevarse
a cabo en forma individual o como grupos de particu-
las. Es muy dificil recubrir sélo particulas individuales,
ya que es muy conocido que las nanoparticulas se
adhieren entre si debido a su alta energia superficial 9.
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En la Figura 3 se muestra el espectro infrarrojo de los
PSA con y sin NPZnO al 0.3%. En ambos casos, las ban-
das caracteristicas de IR corresponden al estiramiento
del enlace C=0 de los grupos ésteres presentes en el
copolimero en 1734 cm™. De igual manera las bandas
de 1241-1161 cm™ corresponden a la flexién del enlace
C-0O, mientras las bandas de estiramiento de las cade-
nas saturadas (C-H) aparecen entre 3000-2880 cm, las
cuales corresponden a los metilos y metilenos presen-
tes 12, A diferencia del espectro infrarrojo del PSA, en
el FT-IR del PSA/NPs también aparece una sefial de
alrededor 1578 cm™, la cual corresponde a los residuos
de monoémeros (C=C) M, esto debido a que no se
alcanz6 una total conversion. Adicionalmente, tam-
bién en el espectro infrarrojo del PSA/NPs aparece una
banda alrededor de 618 cm™, la cual corresponde a la
banda de flexion del enlace Zn-O 4,

Transmitancia (%)

——PSA
—— PSAINPZnO

T T T T T T T T
3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600

Numero de onda (cm")

FIGURA 3. Espectro infrarrojo de los adhesivos
sensibles a la presion (PSA) antes y después
de la adicién de nanoparticulas.

La Tabla 1 presenta el estudio de las pruebas DSC que
fue realizado a los adhesivos PSA/NPZnO, PSA/NPZnO-
DMSO, PSA/NPZnO-APTES utilizando diferentes con-
centraciones de NPZnO (Tabla 1). En el PSA con menor
concentracion de nanoparticulas sin modificar mues-
tra una Tg de -59.35 °C la cual se incrementa conforme
se incrementa la concentraciéon de nanoparticulas a
-47.9 °C, mientras que con las NPZnO-APTES y NPZnO-
DMSO se observa también el mismo efecto debido a
que la estructura de los adhesivos se vuelve mas rigida

en presencia de las nanoparticulas. Este comporta-
miento produce un incremento en las propiedades de
pegajosidad (Tack) y adhesiéon de los adhesivos, ade-
mas que nos indica que las NPZnO producen una alta
estabilidad térmica, ya que retrasan la transmision
rapida de calor y lo que puede limitar la descomposi-
cion del material b5),

TABLA 1. Transicion vitrea (Tg) de nanocompuestos
de PSA con diferentes particulas.

Contenido de nanoparticulas (%)
Muestra
0 0.1 0.2 0.3
PSA -59.35
PSA/NPZnO %) -50.29 -47.9 -50.71
PSA/NPZnO- 0
= _ _ -
APTES 49.21 49.51 48.63
PSA/NPZnO-
DMSO 483 -69.29 -51.9

Actividad antimicrobiana

Una vez modificadas las nanoparticulas, se procedio
a analizar el efecto antimicrobiano de éstas en compa-
racion con las no modificadas, asi como su efecto
cuando son incorporadas a los PSA. Estos analisis se
realizaron utilizando Ia técnica de difusion de disco
en agar para los microorganismos S. aureusy S. pyoge-
nes como se muestra en la Figura 4. Las NPs sin modi-
ficar y modificadas superficialmente exhibieron un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano,
para cada microorganismo. Este efecto puede ser
debido a que como las bacterias Gram positivas care-
cen de una membrana protectora alrededor de las
capas de peptidoglicano en la pared celular, esto les
permite interactuar y romper la membrana externa
mas facilmente y asi inhibir, con mayor eficiencia, el
crecimiento de bacterias Gram positivas ¢!, La dife-
rencia en la actividad antimicrobiana de las NPs modi-
ficadas y no modificadas se relaciona con el nimero
de vacancias de oxigeno que son tipicas de las propie-
dades del ZnO. Un aumento en el nimero de vacancias
de oxigeno hace que las NPs se carguen positivamente



8 REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA BIOMEDICA | Vol. 40 | No. 1| ENERO - ABRIL 2019

y, por lo tanto, realza las interacciones electrostaticas
entre las NPs. Para el caso de las NPs modificadas, el
efecto inhibitorio se puede atribuir a la presencia de
los enlaces Si-O que dan una buena cobertura superfi-
cial a las NPs y acttian como una barrera energética.
La modificacion superficial genera un aumento en la
permeabilidad de la membrana y la penetracion celu-
lar. Esto puede dar lugar a una disminucion en la can-
tidad de proteina en las células expuestas en las NPs
modificadas porque el ZnO es altamente reactivo con
estas moléculas 7,

18 [ NZnO
R NZnO-APTES
167 [S< NZnO-DMSO
14 4
E 124 1
é 12
S 10
Qo
e}
._E 84 \
()
o 64
Ke]
@©
I 44
24
0

S. aureus S. pyogenes

FIGURA 4. Halos de inhibicién de las
nanoparticulas de 6xido de zinc sin y con modificacion
frentea S. aureusy S. pyogenes.

La actividad antimicrobiana de los PSA con las NPs
modificadas y sin modificar presenta un efecto inhibi-
torio muy similar contra ambos microorganismos
cuando se incrementa la concentracion de NPs en los
PSA, ya que generan un aumento en el niamero de
moléculas de oxigeno activo que causan la muerte
celular. Lo que sugiere que las NPs se adhieran a la
membrana celular interrumpiendo su respiracion e
interactuando con un tipo particular de enzimas cau-
sando asi la muerte celular. Los resultados obtenidos
nos indican que el uso de NPZnO sin modificar y modi-
ficadas como agentes antimicrobianos en matrices
poliméricas produce grandes beneficios para la salud
ya que estos microorganismos no generan resistencia a
este tipo de NPs, contrario a la resistencia que pueden
generar a algunos antibioticos (Figura 5).

2 PSAINPZNO
204 |3 PSA/NPZNnO- DMSO
18 |EEER PSAINPZNO-APTES

Halo de inhibicion (mm)

0.1 0.2
Nanoparticulas (%)

0222 PSAINZnO
129 |2 PSAINZNO-DMSO
I PSA/NZnO-APTES

)

Halo de inhibiciéon (mm
(o]
1

Nanoparticulas (%)

FIGURA 5. Halos de inhibicién de los nanocompuestos
frenteaa) S. aureusy b) S. Pyogenes.

Viabilidad celular

Los resultados de viabilidad celular evaluada
mediante el método MTT, sefialan que los PSA sin y
con la presencia de NPZnO (Figura 6), poseen una via-
bilidad del 90 y 80 % con respecto al control sin trata-
miento. Esta disminucion en la viabilidad celular
puede ser atribuida a la liberacion del ién Zn*?, el cual
es capaz de penetrar en compartimiento acido de los
liposomas e incrementar la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) 81 Se sabe también que el
incremento en la disolucién de los iones Zn™ en el
medio, es capaz de incrementar la citotoxicidad de las
particulas, por lo cual es posible que los iones metali-
cos liberados por NPZnO contribuyeran a la toxicidad
b9l Sin embargo NPZnO, en las concentraciones anadi-
das, no resultan ser toxicas, para las células HelLa
acorde a la norma.
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FIGURA 6. Viabilidad celular de los adhesivos sensibles
ala presion (PSA) cony sin de nanoparticulas.

Resistencia al pelado
(Prueba de adhesion a 18009)

Las propiedades de resistencia a la adhesion de los
PSA preparados son las que definen el desempeno y
uso final de los PSA (Figura 7). Los PSA sin y con la
presencia de NPs muestran un marcado efecto en las
pruebas de resistencia al delaminado (peel sterngth).
En la muestra que contiene la mayor concentracion de
NPs sin modificar muestra un valor de 1.1 N/25mm
que es el que presenta mejores propiedades. Esto se
puede relacionar con el comportamiento en la Tg
puesto que el incremento en la Tg produce un incre-
mento en la adhesion 29, Siendo estos resultados bas-
tante adecuados para pegarse y despegarse de manera
segura a la piel y alrededor de la herida, lo que ocasio-
naria menor trauma al ser removido de la piel.

CONCLUSIONES
Se sintetiz6 un copolimero de 2-EHA/MMA al cual,
después de anadirle NPZnO presenta diferencias en
composicién y por consecuencia en su Tg. La modifi-
cacion de las nanoparticulas de ZnO incrementa las

0.8 o
0.6 - T

0.4 o

Fuerza de pelaje (N/25.4 mm)

0.2 o

0.0

PSANZNO (0.3%)

FIGURA 7. Fuerza de pelado de los nanocompuestos
con diferentes nanoparticulas.

propiedades antimicrobianas frente a S. aureus y S.
pyogenes, obteniéndose actividad antimicrobiana
desde 0.1% del PSA-NPs. La adhesion se ve alterada
por la modificacion de las nanoparticulas presentan-
dose una mayor adhesion en el PSA-NPZnO. Esto es
debido a que la modificacién de las nanoparticulas
disminuye la presencia de grupos OH superficiales los
cuales son responsables de la adhesion. En cuanto a la
citotoxicidad, se muestra que ésta disminuye cuando
se le incorporan NPs, sin embargo, esta disminucion
no es significativa.
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RESUMEN

La actina es una proteina que se polimeriza para formar citoesqueletos y cuya funcion es estabilizar y dirigir el mo-
vimiento de las paredes celulares. Es una de las proteinas mas estables, habiendo evolucionado poco a partir de al-
gas y levaduras, y muy poco desde los peces. Aqui analizamos la evolucion de la actina usando las teorias modernas
de las interacciones de conformacion proteina-agua, y como estas han evolucionado para optimizar las funciones
de la proteina. Llegamos a la conclusion de que el fracaso del analisis filogenético para identificar positivamente la
evolucion darwiniana de las proteinas ha sido causado por las limitaciones técnicas propias del siglo XX. Estas limi-
taciones pueden ser superadas mediante el escalamiento termodinamico y el promedio modular ambos llevados
a niveles técnicos del siglo XXI. Los resultados para la actina son especialmente llamativos y reflejan estructuras
duales estables, globulares y polimerizadas.
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ABSTRACT

Actin polymerizes to form cytoskeletons which stabilize and direct motion of cellular walls. It is one of the most
stable proteins, having evolved little from algae and yeast, and very little from fish. Here we analyze actin evolu-
tion using modern theories of water-protein shaping interactions, and how these have evolved to optimize protein
functions. We conclude that the failure of phylogenetic analysis to identify positive Darwinian evolution has been
caused by 20th century technical limitations. These are overcome using 21st century thermodynamic scaling and
modular averaging. The results for actin are especially striking, and reflect dual stable structures, globular and
polymerized.
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INTRODUCCION

El advenimiento de bases de datos gendmicos muy
grandes ha hecho que el analisis filogenético de las
secuencias de aminoacidos en proteinas sea un tema
atractivo y desafiante, ya que las inferencias con res-
pecto a la seleccion natural pueden proporcionar infor-
macién funcional importante M. Hay disponibles
muchos programas de computadora para el analisis de
datos filogenéticos. Actualmente el programa mas
popular cubre una amplia gama de opciones, mediante
un codigo adaptable y facil de usar @, ofreciendo asi a
los usuarios maximos resultados con un minimo
esfuerzo. El objetivo final de establecer el poder de la
seleccion darwiniana para mejorar la funcion de la
proteina atn no se ha alcanzado 33, Sin embargo, los
esfuerzos para cuantificar los relojes moleculares que
seiniciaron en la década de 1960 por Pauling y otros ya
ha dado resultados positivos . En términos mas gene-
rales, hay muchas dificultades en filogenémica, y se ha
dicho que "mas secuencias no son suficientes" [7.,

La filogenia cuenta aminoacidos idénticos o simila-
res en sitios especificos utilizando el cédigo BLAST, y
se puede refinar de muchas maneras @, pero todas
estas estan limitadas por la restriccion a sitios tinicos.
Existe una alternativa a los métodos de sitio Ginico,
teniendo la selectividad darwiniana como una carac-
teristica implicita, y que ha sido corroborada por la
identificacion de la criticalidad auto-organizada en las
areas superficiales accesibles a solventes (SASA, del
inglés “solvent-accessible surface areas”) para mas de
5000 segmentos de aminoacidos de proteinas pertene-
cientes a la moderna Protein Data Base &9,

Esta criticalidad autoorganizada puede entenderse
en el contexto mas amplio de los sistemas complejos.
En estos sistemas, la auto-organizacién se refiere a la
capacidad de un sistema para generar un comporta-
miento colectivo emergente partiendo de interaccio-
nes entre sus constituyentes. Un ejemplo tipico en
fisica lo son las fases de la materia, donde las molécu-

las se auto-organizan al imponérseles condiciones
externas como presion o temperatura, dando lugar a
comportamientos colectivos, como lo puede ser por
ejemplo la resistencia a fluir, lo cual determina si un
material se comporta como liquido, solido o gas. Al
variar las condiciones externas aplicadas a un sis-
tema, los cambios entre estos comportamientos no
son suaves; de hecho implican discontinuidades en
las propiedades termodinamicas, lo cual da lugar a las
llamadas transiciones de fase. En 1869 el profesor de
quimica Thomas Andrew encontrd que existen condi-
ciones de presion y temperatura donde la diferencia
entre fases deja de existir. Asi, arriba de cierta presion
y temperatura, no es posible distinguir el agua de su
vapor. A estos puntos se le llama criticos. Un poco
después de su descubrimiento experimental, el fisico
holandés Van der Waals logré mostrar su existencia de
manera tedrica. Mas aun, Van der Waals logré demos-
trar que si el fluido se describe escalando las variables
termodinamicas en términos de los parametros en el
punto critico, el fluido llevarse a una descripciéon uni-
versal que ya no depende del sistema en particular.
Mas alla de la termodinamica, la criticalidad es un
comportamiento robusto al cual se llega sin importar
los parametros del modelo y sin necesidad de que el
sistema esté en equilibrio. Hay dos caracteristicas
importantes de la criticalidad auto-organizada: una es
la capacidad del sistema para mantenerse cerca de ese
estado, y la otra es la existencia de la invariancia de
escala (fractalidad) . Esta invariancia indica que el
sistema se ve igual cuando se observa a una escala
diferente. Un ejemplo tipico lo constituye la costa de
un pais, la cual se ve muy parecida al examinarse en
mapas de diferente escala. Ello se debe a que existe un
mecanismo de erosidén y una auto-organizacion que
mantiene a la costa es un estado critico. Otro ejemplo
son las nubes, las cuales también estan en un estado
critico y por ello se ven blancas, ya que dispersan la
luz de manera igual para todas las longitudes de onda.
Como veremos, las proteinas también presentan inva-
riancia de escala 891,
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FIGURA 1.a) Fragmento de la estructura de una proteina,
indicada por esferas unidas por barras. Sobrepuesta a ella
se aprecian los poliedros de Voronoi, los cuales delimitan

las regiones del espacio en la cuales todos los puntos
contenidos dentro del poliedro estan mas cercanos al
atomo situado en el centro del poliedro que a cualquier
otro atomo. La superficie exterior neta de estos poliedros
permite definir el area superficial accesible a las moléculas
del agua (SASA). En la parte de arriba del panel b) se
muestra la secuencia de aminoacidos (aa) de la proteina.
Para estudiar su relacién con la SASA, se escoge un
aminodcido, en este caso cistina (aa=LYS), y se considera un
intervalo de L aminacidos. Realizando una estadistica sobre
muchos fragmentos para diferentes L y proteinas, se
obtiene la graficalog-log de la parte b). Para L>9, los datos
en la grafica log-log pueden ajustarse con una recta,
indicada en azul, y cuya pendiente da el parametro W(aa).
Considerando otros aa se obtienen rectas similares, por
ejemplo para aa=CYS se obtiene la linea roja. Estas
pendientes definen la escala de hidropatia MZ del 2007,
donde la CYS es el aa mas hidrofébico y LYS el aa mas
hidrofilico.

En vista de la discusion del parrafo precedente, es
claro que el descubrimiento de la criticalidad auto-or-
ganizada de la SASA ya implica una seleccién darwi-
niana para acercar el proteoma a puntos criticos fun-
cionales. Esto proporciona una plataforma para anali-
zar la evolucion de las proteinas individuales, tales
como el lisozima c de la clara de huevo de gallina "9,
la neuroglobina ¥ y muchas otras "2.

El primer paso para desarrollar un nuevo método es
probarlo en muchos casos especificos, examinando
cada uno de los nuevos datos que proporciona. Debido
a que cada familia de proteinas tiene una o mas funcio-
nes diferentes, uno aprende algo nuevo en cada caso.
Sin embargo, ciertos aspectos han ido surgido hasta
ahora. Uno de ellos se refiere a la naturaleza del SASA
de segmentos auto-organizados estudiados por Moret
y Zebende ®, Para entender este descubrimiento, en la
Figura 1 se detallan los pasos seguidos por Moret y
Zebende en el afno 2007 81,

Para ello consideraron que la hidropatia esta determi-
nada de acuerdo al area accesible al agua, la cual a nivel
molecular en la cercania de la proteina tiene una estruc-
tura mas parecida al hielo que al agua. El area accesible
puede obtenerse usando la construccion de Voronoi, en
la cual el espacio se subdivide en poliedros, cada uno
centrado en un atomo de la estructura. El poliedro de
Voronoi se define de modo que todos los puntos en su
interior estdn mas cercanos al atomo central del polie-
dro que de cualquier otro atomo. Dada la estructura de
la proteina, esto permite obtener una imagen como la
que se aprecia en la Figura 1 a), y obtener asi la SASA,
que corresponde al area externa de los poliedros.
Posteriormente, Moret y Zebende estudiaron como
variaba la SASA para secuencias de aminoacidos (aa) de
diferentes tamafios centrados en un aa dado, tal y como
se muestra en la Figura 1b. Las longitudes de sus peque-
fos segmentos L. =2N + 1 variaron de 3 a 45, pero el
rango interesante resultd ser M <=9 < L < M>=35. A
través de éste, encontraron un comportamiento lineal
en un diagrama log-log (es decir, una ley de potencias y
por lo tanto, auto-similar) para cada uno de los 20 ami-
noacidos centrados en un segmento dado. Es decir,

log[SASA (L)] ~ const - ¥(aa) log[L (9 =< L < 35)]
Aqui ¥(aa) es un parametro del indice de hidropatia

para cada aa, y como puede verse en la Figura 1b), se
obtiene de la pendiente de la recta que surge al realizar
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la grafica log-log de L contra la SASA. Surge porque los
segmentos mas largos se repliegan sobre si mismos,
ocluyendo el SASA del aa central. El aspecto mas sor-
prendente de esta oclusion plegada auto-similar es su
casi universalidad en promedio a través del proteoma
celular, y que es casi independiente del pliegue de la
proteina individual. Esta es una demostracién drama-
tica del poder de la selectividad darwiniana involu-
crada en la formacion acuosa de proteinas globulares,
como se discute en detalle en la referencia '?. Ademas,
el caracter segmentario de la nueva escala ®! tiene un
eco darwiniano: para cada familia de proteinas se
puede identificar un ancho de ventana movil optimi-
zado W*, sobre el cual ¥(aa) se promedia mejor; este
promedio se denota por W(aa,W*). Los perfiles de
Y(aa,W*) muestran las caracteristicas funcionales
modulares optimizadas por la evolucion B2,

El centro del rango de la SASA (una ley de potencias,
y que describe estructuras auto-similares), 9 < L < 35,
es 21. Las proteinas de membrana funcionan en el lado
citoplasmico de la membrana celular I3, esta también
descrita como un sustrato catalitico que soporta inte-
racciones de tipo proteina-proteinas en el espacio fron-
terizo interfacial 4., Las diferencias evolutivas entre la
proteina gigante Hub Sr y la tirosina quinasa Syk se
describen mejor mediante W* = 21 (+/- 5%) 15!, Es posi-
ble considerar a la actina como la proteina de mem-
brana arquetipica, debido a su funcion esquelética en
el soporte de membranas, al mismo tiempo que tiene
suficiente flexibilidad para permitir cambios de forma
funcionales termodinamicamente clasificados como
de segundo orden. Ademas, la actina empuja las mem-
branas hacia adelante durante el crecimiento celular
(16,171 1o cual es termodinamicamente de primer orden.

La actina ha evolucionado muy poco. Se puede com-
parar con la ubiquitina, la cual tiene s6lo 76 aminoaci-
dos, y se encuentra sin cambios en mamiferos, aves,
peces e incluso gusanos. La ubiquitina marca las pro-
teinas enfermas para el reciclaje mediante una cascada

de enzimas en tres etapas, iniciada por Uba (E1).
Debido a su pequeiio tamafo, ademas de su papel cen-
tral en biologia, la ubiquitina se ha convertido en uno
de los mas importantes sistemas modelo para estudiar
la dinamica de proteinas y ha sido objeto de numero-
sos estudios, incluidos algunos que combinan enfo-
ques experimentales y computacionales. Un estudio
reciente con simulaciones de dinamica molecular a
gran escala (> 5000 moléculas de agua) de la Ub globu-
lar identifico movimientos conformacionales lentos
que implican correlaciones globulares estabilizadoras
de cadenas B cerca de los terminales n y c en la escala
de tiempo de microsegundos a milisegundos "8, La
funcién de etiquetado de la Ub es consistente con su
perfil hidrofébico y sugiere un modelo de red elastica
agrietada para el blanco comtn compartido por
muchas proteinas enfermas 9. La Uba (E1) es 14 veces
mas grande que la Uba y también ha evolucionado muy
poco, pero esa pequeifia evolucion rastrea la nivelacion
de los extremos hidrofobicos del parametro ¥ (aa,W*)
0], Esta nivelacion pivotante refleja la optimizacion de
la dinamica de proteinas por su evolucion [ 24,

RESULTADOS

La actina es una proteina de tamafio mediano con 377
aminoacidos, y es tan estable que para obtener cam-
bios evolutivos sustanciales, se deben comparar huma-
nos con algas (con 84% de identidades segin BLAST,
92% positivas). Primero observamos la funcién Vr(W),
es decir, la razén algas / humanos de las varianzas de
P(aa,W*), que se muestra en la Figura 2, la cual con-
tiene la primera sorpresa de la actina (de hecho, las
funciones de las proteinas son todas diferentes, por lo
que generalmente hay sorpresas, especialmente con
proteinas extremadamente estables, "casi perfectas"”
como la actinay la ubiqutina). La mayoria de las veces,
W* es el valor de W que maximiza la razoén de la
varianza Vr, pero aqui W* corresponde a un maximo
en la derivada dVr/ dW. ¢{Qué ha ocurrido? La actina
realiza dos funciones, la estabilizacion de las formas
de las células después de pequefias distorsiones de
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segundo orden durante el funcionamiento, y la poli-
merizacion para empujar las membranas hacia ade-
lante durante el crecimiento celular %7, ]lo cual es es
termodinamicamentedeprimerorden. Aparentemente,
ambas funciones se optimizan al equilibrar los valores
de W pequefios para W <21 (importante para la poli-
merizacion) 67, frente a los valores de W grandes de
W (importante para estabilizar formas de células gran-
des). Este equilibrio elimina el maximo en Vr y genera,
en cambio, un maximo en dVr/dW en W* = 21,

algae/human variance (M2)

1.4000
1.3000
1.2000
W*=21
1.1000

1.0000

0.9000

0.8000 +—r T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
w
FIGURA 2. Razones de varianza de la actina en funcion del
ancho W de la ventana mévil promediadora. El maximo en
dVr/dW ocurre en W*=21. Secuencia humana P68133,

secuencia de algas P53500.

Claramente estaimagen resultaatractiva, sin embargo,
por si misma parece poco convincente. Se puede probar
al usarlo para perfilar con W(aa,W*=21) los cambios evo-
lutivos de la actina de las algas a los humanos (Figura
3). Por supuesto, con la conservacion del sitio ~ 90%,
estos cambios son pequeiios, pero son sorprendente-
mente consistentes con estudios previos de nivelacion
de extremos hidrofobicos (pivotes elasticos) 2 21,
Notese la nivelacion de los extremos hidropaticos enla
region central 180-280 para humanos en comparacion
con la actina de algas. El pico correspondiente a un
comportamiento hidrofilico cerca del sitio 110 es mas
profundo en humanos. Finalmente, los puntos extre-
mos de los terminales n y ¢ son ambos mas hidrofilicos
en la actina humana, lo que facilita la construccién de
filamentos y bandas filamentosas mas grandes %17,

Actin
Mz
170.0 W* =21

—hummz

—algaeMz

FIGURA 3. Debido a la fuerte conservacion evolutiva, los
perfiles de W(aa,W*) para la actina en algas y humanos
difieren poco, aunque la naturaleza de las diferencias
muestra importantes mejoras darwinianas (evolucién
positiva) (ver texto). Aqui la hidrofobicidad aumenta con
valores crecientes de W(aa,W*), y es hidroneutral en 155.

Esta prueba evolutiva se puede llevar un paso mas
alla al comparar humanos ¥(aa, 21) con ¥(aa, 19) en la
region central. Por supuesto, las diferencias son peque-
fias, por lo que esta comparacion es una prueba severa
de la precision de ambas ventanas méviles y la nivela-
cion pivotal impulsada por la evolucion Darwiniana.

Site

FIGURA 4. Los perfiles de W(aa,W*) para W*=19 y W*=21son
necesariamente muy similares. Enlaregion central que se
muestra aqui (con lineas para guiar el 0jo), los maximos
hidrofobicos (pivotes elasticos) estan mas nivelados con

*=21. Cerca del centro de la region de nivel, el perfil W*=21
tiene un pico de nivel extra cerca 260, que esta ausente del
perfil W*=19. Notar que el minimo hidrofilo profundo cerca

de 240, que esta bien conservado de las algas a los
humanos, también aqui se cambia poco. En caso de ser
fotografias enviarlas en la calidad nativa de la camara o del
medio en donde fueron capturadas.
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Como vemos en la Figura 4 y en su leyenda correspon-
diente, la nivelacion pivotante se mejora con W* = 21,

Tal nivelaciéon pivotante precisa se puede utilizar
para probar la significancia de las escalas alternativas
de hidrofilia-hidrofébia. En el periodo clasico de la
biofisica (antes del 2000), se propusieron no menos de
127 escalas de hidrofilia-hidrofébia. Cada escala tenia
sus meéritos y se basaba en, como mucho, solo unas
pocas docenas de mediciones. Pocos intentos se hicie-
ron para comparar sus exactitudes o aplicabilidad a
propiedades distintas de las utilizadas en sus defini-
ciones "2, Las correlaciones entre escalas fueron tipi-
camente ~ 70%. La escala estandar para las tasas de
mutacion (BLOSUM 62, utilizada en BLAST) exhibe un
minimo hidroneutral profundo en las tasas de muta-
cion cerca de su centro 2, Con la escala de MZ del
2007, este minimo se asocia con alanina (A), glicina
(G), el aminoacido mas pequeio e histidina (H). La
Tabla I de ® muestra que ninguna de las escalas anti-
guas coloca los tres aminoacidos en su centro. En tér-
minos de la raiz de desviaciones cuadraticas medias
respecto al valor promedio de cada escala, las diferen-
cias fuera del centro son 7 veces o mas mayores para
las otras escalas que para la escala MZ. Por mucho, la
escala mas popular del periodo clasico es la escala de
1982 basada en la diferencia de entalpia del agua al
aire de los péptidos cortos 3. Esta escala KD ocupa el
segundo lugar después de la escala MZ. En otras pala-
bras, los esfuerzos anteriores al 2000 implicados en la
construccion de 127 escalas exploraban en una buena
direccion, pero las proteinas son tan complejas que el
éxito solo fue posible bio-informaticamente después
de que las estructuras PDB se hicieron numerosas y
mas precisas #!,

Alaluz de esta perspectiva historica, las grandes dife-
rencias en los perfiles hidrofilicos de la actina con la
escala de MZ de 2007 y la escala de KD de 1982 que se
muestran en la Figura 5 no son sorprendentes. Una de
las ventajas fundamentales de la escala MZ es que su

caracter fractal esta asociado con el enfoque evolutivo
de las proteinas hacia una funcionalidad optima (un
punto critico termodinamico ). La criticalidad es
caracteristica de la funcionalidad de redes neuronales
2427 y ]as proteinas en general 8. Las matematicas
fractales son bien conocidas por los matematicos, pero
su aplicacion a las proteinas se ha desarrollado lenta-
mente 939, Tal caracteristica de la evolucion a veces
ha sido objetivo en el disefio de redes informaticas 3.
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FIGURA 5. Los perfiles humanos se comparan utilizando
la escala KD de 1982 (la mejor de las 127 escalas clasicas)
y lamoderna escala MZ del 2007. Los detalles mas fino
de la nivelacion de pivote estan ausentes del perfil KD.
Mas importante atn, el perfil de KD ha perdido por
completo el minimo hidrofilico profundo cerca de 240,
que esta bien conservado de algas a humanos (Figura 3).
Esto significa que la evolucion Darwiniana se puede
reconocer en perfiles hidropaticos solo mediante
el uso de la escala MZ.

La similitud de sitios ~ 90% se encuentra no solo para
algas / humanos, sino también para levaduras / huma-
nos e incluso levaduras / algas. Los perfiles hidropati-
cos para los dos ultimos pares se muestran en las
Figuras 6 y 7. Note la nivelacion de dos minimos hidro-
filicos en levaduras. La comparacion de levaduras y
algas en la Figura 7 enfatiza el segmento hidrofobico
estabilizador de algas 265-281. La similitud de sitios
271-281 es <30%, por lo que estas grandes diferencias
localizadas ocurren a pesar del 90% de la similitud
general de sitios.
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—yeastMzZ

FIGURA 6. Los perfiles de humanos y levaduras se comparan
utilizando la moderna escala MZ de 2007. Las diferencias
mas importantes estan marcadas y discutidas en el texto.
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FIGURA 7. Las algas se estabilizan con relacion a la levadura

mediante un pico hidrofébico adicional cerca del sitio 275.

¢Qué sucede cuando aumentamos la similitud a mas
del 98%? Este es el caso al comparar la actina humana
con la del pez cebra. Las razones de varianza R de la
Figura 8 poseen caracteristicas interesantes. Se pudo
haber anticipado el extremo en W* = 21, pero /qué
pasa con los extremos de Vren M <= 9y de dR / dW en
M> = 357? ;Por qué los valores de corte en la escala MZ
de hidropatia aparecen en Vr para la actina de pez
cebra y humano? Una razén es que la actina ha evolu-
cionado de pez cebra a humano al optimizar su hidros-
tructura para dos estados, el globular tal y como se
prepar0 y los polimerizados funcionales ©% 7, Esto
satisface dos condiciones a gran escala y topologica-
mente opuestas introduciendo correlaciones adiciona-
les mas alla de W* = 21, usando exactamente el rango
de auto-similitud de MZ para M << 9 < M> = 35. Sin
duda, es mucho mas que una asombrosa coincidencia.

En los 377 sitios de aminoacidos de la actina de pez
cebra/humano, solo hay 5 mutaciones diferentes. La
comparacion del perfil W* = 21 en la Figura 9 muestra
que estos no son accidentales. Las 5 mutaciones dife-
rentes profundizan tres extremos hidrofilicos cerca de
110, 160 y 290. Estos también son las casi expuestas
vueltas en la estructura globular en 110, 168 y 283,
PDB 1J6Z 32, En el pez cebra, los minimos en 110 y 236
estan al mismo nivel, mientras que en laactina humana
el minimo en 110 es mas profundo.

Zebrafish/Human Variance (M2)
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FIGURA 8.La comparacidon de las proporciones de varianza
Vr del pez cebra y humano muestra un extremo en W*=21.
Mas aun, la funcién tiene caracteristicas analiticas en los
limites inferior y superior del rango fractal MZ: un extremo
en MZ <, y un maximo en dVr/dW en MZ>. La secuencia de
pez cebra es la AAH71401.
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FIGURA 9. Las pequeiias diferencias entre la actina
humanay del pez cebra se concentran cerca de tres
extremos hidrofilicos.

La forma hidropatica de la actina es inusual porque
sus estados duales, a decir, globulares y polimeriza-
dos, deben ser estables y funcionar de manera reversi-
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ble. En la Figura 8 vimos que esta dualidad se refleja
en los extremos de Vr en W* = 21 y M <= 9 y un extremo
de dVr/dW en W = 35 con la escala MZ. Tal vez tales
caracteristicas analiticas son razonables, dado que la
escala MZ en si misma es fractal y refleja la criticalidad
autoorganizada, también rasgo caracteristico del cito-
esqueleto en la escala celular 133, ;Se conserva alguna
de esta estructura cuando utilizamos la escala KD [31?
Los resultados que se muestran en la Figura 10 son
bastante inesperados. Se esperaria ver una Vr(W) cua-
litativamente diferente, pero esta funcion diferente
todavia tiene puntos criticos en M <, W* = 21 y M>. Una
explicacion plausible es que la escala KD se basa en las
diferencias de entalpia agua-aire, y estas energias de
primer orden estan involucradas en la polimerizacion
mediante la union de los terminales n y ¢ 11617,

Zebrafish/Human Variance (KD)

1.020
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0.940
0.920 T
0.900

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51

w
FIGURA 10. La forma de la relacion de varianza Vr(W)
se muestra aqui usando la escala KD; es cualitativamente
diferente de los resultados mostrados en la Figura 8
usando la escala MZ, pero todavia muestra puntos
criticos analiticos cerca de M<(maximo), W*=21 minimo
en dVr/dW y M> (minimo).

DISCUSION

El descubrimiento de fractales termodinamicos en el
SASA de> 5000 segmentos de proteinas [8], junto con
promedios modulares utilizando ventanas méviles W,
ya ha llevado a la observacion de muchas conexiones
cercanas entre la secuencia y la funcion de muchas
proteinas, especialmente para proteinas de membrana
21 La seleccion darwiniana positiva generalmente ha
hecho que sea facil optimizar W y encontrar W*, esta-

bleciendo asi la seleccion Darwiniana de pasada. Aqui
hemos encontrado tres valores de MZ >> 1 de W*, lo
que sugiere que se han producido dos papeles para la
evolucion de la actina, una para la actina estabilizada
en su forma globular y otra para la polimerizacion de la
actina que estabiliza los citoesqueletos celulares. En
general, ninguno de estos resultados evolutivos estan
presentes cuando W = 1 (por ejemplo, las Figuras 2 y
8), por lo que la filogenia ha sido incapaz de identificar
la evolucién Darwiniana a nivel molecular 27,

El uso de términos como pivotes y bisagras sugiere
modelos elastométricos. Estos son intuitivamente
atractivos 3435, La red creciente de actina se ha mode-
lado como un sistema autoorganizado en criticalidad,
en el que los esfuerzos mecanicos de largo alcance que
surgen de la interaccion con la membrana de plasma
proporcionan la presion selectiva que lleva a la organi-
zacion. La sincronizacion del citoesqueleto aparece
naturalmente como resultado de la criticalidad autoor-
ganizada 3%, y se ve facilitada por la nivelacién de los
pivotes hidropaticos 2. Este modelo celular se ha
reformulado cuantitativamente a nivel molecular evo-
lutivo aqui.

No hemos podido imaginar simulaciones que pudie-
ran derivar estas caracteristicas criticas de la actina,
las cuales involucrarian al menos dos moléculas fusio-
nadas: ~ 750 aminoacidos + agua. Las simulaciones
mas avanzadas de dinamica molecular en ubiquitina
(77 aminoacidos) ahora revelan correlaciones de largo
alcance de movimientos consistentes con escala-
miento termodinamico 3%, También se puede suponer
que la escala fractal universal de las interacciones
agua-proteina podria conducir a las caracteristicas
criticas dobles de la actina. Incluso cuando se impone
la condicién relativamente suave de elasticidad de la
columna rigida (por su nombre en inglés, "blackbone
elasticity") para la percolacion, las fracciones de escala
irracionales asociadas con las caminatas aleatorias se
reemplazan por fracciones simples 37,
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Signal-Processing tools for core-collection selection
from genetic-resource collection

Herramienta de procesamiento de sefiales para la seleccion de “Core-Collection”
desde coleccion de recursos genéticos
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ABSTRACT

Selecting a representative core collection (CC) is a proven and effective strategy for overcoming the expenses and
difficulties of managing genetic resources in gene banks around the globe. Because of the diverse applications avai-
lable for these sub-collections, several algorithms have been successfully implemented to construct them based on
genotypic, phenotypic, passport or geographic data (either by individual datasets or by consensus). However, to
the best of our knowledge, no single comprehensive datasets has been properly explored to date. Thus, researchers
evaluate multiple datasets in order to construct representative CCs; this can be quite difficult, but one feasible solu-
tion for such an evaluation is to manage all available data as one discrete signal, which allows signal processing tools
(SPTs) to be implemented during data analysis. In this research, we present a proof-of-concept study that shows the
possibility of mapping to a discrete signal any type of data available from genetic resource collections in order to
take advantage of SPTs for the construction of CCs that adequately represent the diversity of two crops. This me-
thod is referred to as ‘SPT selection. All available information for each element of the tested collections was analy-
sed under this perspective and compared when possible, with one of the most used algorithms for CC selection. Ge-
notype-only SPT selection did not prove as effective as standard CC selection did not prove as effective as standard
CC selection algorithms; however, the SPT approach can consider genotype alongside other types of information,
which results in well-represented Ccs that consider both the genotype and agromorphological diversities present
in original collections. Furthermore, SPT-based analysis can evaluate all available data both in a comprehensive
manner and under different perspective, and despite its limitations, the analysis renders satisfactory results. Thus,
SPT-based algorithms for CC selection can be valuable in the field of genetic resources research, management and
exploitation.

KEYWORDS: Core Collection, SPT, Genotype, Genebank
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RESUMEN

La seleccion de una coleccion ntcleo (core-collection) representativa (CC) es una estrategia comprobada y eficaz
para superar los gastos y las dificultades de la gestion de los recursos genéticos en los bancos de germoplasma de
todo el mundo. Debido a las diversas aplicaciones disponibles para estas subcolecciones, se han implementado con
éxito varios algoritmos para construirlos en base a datos genotipicos, fenotipicos, de pasaporte o geograficos (ya
sea por conjuntos de datos individuales o por consenso). Sin embargo, hasta donde tenemos conocimiento, no se
han explorado adecuadamente conjuntos de datos integrales hasta la fecha. Por lo tanto, los investigadores evaltian
conjuntos de datos multiples para construir CCs representativos; esto puede ser bastante dificil, pero una solucion
factible para tal evaluacion es administrar todos los datos disponibles como una senal discreta, que permite imple-
mentar herramientas de procesamiento de senal (SPT) durante el analisis de datos. En esta investigacion, presen-
tamos un estudio de prueba de concepto que muestra la posibilidad de asignar a una senal discreta cualquier tipo
de datos disponibles de colecciones de recursos genéticos para aprovechar los SPT para la construccion de CC que
representen adecuadamente la diversidad de dos cultivos. Este método se conoce como "seleccion de SPT." Toda
la informacion disponible para cada elemento de las colecciones analizadas se analizo bajo esta perspectiva y se
compar6 cuando fue posible, con uno de los algoritmos mas utilizados para la seleccion de CC. La seleccion de SPT
de solo genotipo no result6 tan efectiva como los algoritmos de seleccion de CC estandar; sin embargo, el enfoque
SPT puede considerar el genotipo junto con otros tipos de informacién, lo que da como resultado CCs bien repre-
sentados que consideran tanto el genotipo como las diversidades agromorfologicas presentes en las colecciones
originales. Ademas, el analisis basado en SPT puede evaluar todos los datos disponibles, tanto de manera integral
y bajo diferentes perspectivas, y a pesar de sus limitaciones, el analisis arroja resultados satisfactorios. Por lo tanto,
los algoritmos basados en SPT para la seleccion de CC pueden ser valiosos en el campo de la investigacion, gestion
y explotacion de recursos genéticos.

PALABRAS CLAVE: Core Collection, SPT, Banco de germoplasma, genotipo
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INTRODUCTION

One of the most promising techniques for conserving
the diversity of genetic resources is ex situ genebank
germoplasm collection. A significant effort has been
made on a global scale to perserve, characterize, dis-
tribute and utilise genetic resource in order to under-
stand their biological phenomena and confront the
vulnerable situation regarding the sustainability of
future human development 2. As the size of germo-
plasm colections increase, it becomes difficult to
appropriately manage and extensively evaluate them
131; thus, the core collection (CC) concept “ has become
afundamental genetic resource management approach
and exploits the potential of a complete collection in
terms of viable data management and moetary
expenses 5678,

Different CCs have different purposes characteristics
and evaluation criteria 9 1 11; thus, several different
algorithms and informatics tools have been developed
and implementend > 13.14. 15 with different approaches
for satisfying particular needs of each CC. Because
these CCs are constructed mainly on the basis of geno-
typic, phenotypic, passport or geographic data (either
by individual datasets or by consensus) ¢, there is a
lack of all-inclusive datasets; this limits the possibility
of generating a CC that may satisfy most basic and
applied genetic resource research programs. To the
best of our knowledge, no single comprehensive data-
sets has been properly explored to date.

One possible method to create a comprehensive data-
set is to represent the availabe data as numerical val-
ues. Several methods exist that represent genomic
information into numerical values 7 and agromor-
phological traits (ATs) into scores U8, Through this
mapping process, treating each data vector as a dis-
crete signal that can, in turn, be analysed by signal
processing tools (SPTs) is possible, thus providing and
effective tool for a comprehensive evaluation of data-
sets. We present a proof-of-concept study that shows

the possibility of mapping to a discrete signal any type
of data available from genetic resource collections in
order to take advantage of SPTs for CC selections; this
possibility provides new decision-making criteria for
genetic resource management and research.

METHODOLOGY

Mapping data

Each input data must be mapped to a numeric value.
This is a fundamental process of the algorithm bea-
cause it enable different datasets to be analysed
together, regardless of their nature. In this manner,
dissimilar passport data, single nuceotide polymor-
phisms (SNPs), restriction fragment length polymor-
phisms (RFLPs), geographic information and pheno-
typical traits can be included in one comprehensive
dataset. To consistently represent each data type, ref-
erence tables are implemented according to the nature
of each particular data: genetic information (originally
represented as character elements) is now represented
by a numeral vector, and trait variation, simple
sequence repeat (SSR) molecular markers and pass-
port data can be represented as either binary or nor-
malized data depending on the quantitative/qualita-
tive nature of the data. The original data and reference
tables for this study are available in supplementary
material ??. Data transformation for this study ren-
dered a matrix containing the representation of MC
samples (@, i,, i,, ..., 1,) with (j,, j,, J,, ..., j,) elements
each, where n is the total number of samples, and m is
the number of included samples characteristics, repre-
sented by a numerical values as data,; ;.

Signal construction

Numerical representations of each jth data element
can be treated as frequency values in m data time in
such a manner that each ith sample is treated as a dis-
crete signal. The i signal correspond to the information
behaviour from each sample. This perspective will
enable the implementation of SPTs such as the dis-
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crete Fourier transform and power spectrum compari-
sion. Although SPTs can be implemented on all data
available for each sample, not all data elements con-
tain the same informativeness value to discriminate
between samples. To overcome the informative differ-
ence in each j element of data, a principal component
analysis (PCA) can be perfomed to rearrange data into
a new matrix that has the high informative elements
of data at the beginning and that arranges subsequent
elements acording to their informativeness, discard-
ing those whose variance equals 0. This process ren-
ders two new matrices: the original characteristics
mapped vectors matrix (x) and rearranged variance
value matrix (X). Matrix X, therefore, contains n sam-
ples that are formed by a numerical vector with m=m-
(non informative characteristics).

Fast Fourier transform
The main objective of Fourier transform is the decom-
position of any signal into a complex histogram of
frequencies. Signal function is then represented as a
vectorial function whose angle and magnitude deter-
mine a sampled point in the signal 19,

The original Fourier model is expressed as follows:

F&)=[ f(x)e™dx Q)

where x is the temporal variable, ¢ it the frequential
variable, i is a -1 square root and e is the natural expo-
nent.

From equation (1), a derivate can be determined for
any point £ sampled in the signal.

f(x)[COSZneE_l_i*SinZneE] (2)

Fourier transform can be implemented into any com-
plex numerical series, but in a practical sense, the
computational cost increases exponentially.

Thus, fast Fourier transform (FFT) is more often
implemented and can be defined according to Cooley-
Tukey algorithm 9 as follows:

X, =D, x,e (3)

where N is the vector length, x is the temporal vari-
able, iis a -1 square root and e is the natural exponent;
in such matter that an euclidean representation - with
the angle, magnitude and phase that corresponds to
their position in the signal - exists for any signal dot.

Therefore, mapping any signal into a vectorial repre-
sentation that contains information from every origi-
nal signal dot is possible. From this complex vector,
useful data can be retrieved to establish a comparison
between them that indirectly represents the original
signal’s juxtaposition 2,

Distance matrix computation

Inspired by the genomic signal processing align-
ment-free distance (GAFD) model ??, each signal cor-
responding to the PCA-mapped accesions data in a set
§i was converted into its frequency representation by
applying discrete Fourier transform. Its power spec-
trum F, was then computed. Subsquently, the distance
d(,j) for a given pair of comprehensive data signal was
calculated by obtaining the mean square error (MSE)
of their respective power spectra:

D(i, j)=2 (Fi(x)=F (x)] 4)

X

Finally, a distance matrix (DM) was created by per-
forming a pairwise comparison of all sequences in
the set.

In parallel, we construted a point-to-point (RAW) DM
on the basis of the MSE given to a pair of signal prior to
the PCA analysis.
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FIGURE 1. General workflow of the FFT-based core collection selection algorithm. PCA: Principal Component Analysis;

FFT: Fast Fourier Transfrom; CC: Core Collection.

Core collection selection
Selecting a CC by this method requires the generation
of a DM for each sample of the MC; this provides the
interrelations among samples and enables adequate
selection. A schematic of the complete workflow is
present in Fig. 1

In the past, several methodological procedures have
been implemented to select K elements from an MC on
the basis of information provided by its DM; among
such procedures, the most frequently used one is the
hierarchical clustering method [11]. However, the cur-
rent algorithm does not rely on hierarchical clustering
for CC selection, instead - similar to the least distance
stepwise sampling method ! - CC elements are
selected by an iterative process, where r samples are
selected by different criteria (which may be individu-
ally implemented) on each iteration.

Selection criteria (based on the MD without hierarchi-
cal clustering) for the current algorithm is as follows:

a. The ith sample with the most lower distance val-
ues among jth elements.

b. The ith sample with the most higher distance val-
ues among jth elements.

c. The ith sample with a lower distance average.

d. The ith sample with a higher distance average.

e. The ith sample with a lower overall distance.

f. The ith sample with a higher overall distance.

In cases where multiple samples share selection val-
ues, an appearance priority will complete the criteria.

An example of selection process is present in Fig. 2
and its final result is present in Fig. 3.

Once the selected samples (r) are included in the
future CC, they (along with others that are identical to
them (s)) are removed from X for the next iteration;
then, a DM, withn, =n - r - s is calculated. This process
will continue Z times until R>= K, whereR = (r, + 1, + ...
+r,) and K = predefined CC elements desired.
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a)

d)

e)

FIGURE 2. First three principal component’s distribution of Rdata (a), methodology’s first (b),
second (c) and third (d) iteration; final K=72

Evaluation of the selected core collection

As discussed previously, the best way to evaluate a
CC depends on the purpose of that CC, and eve if it can
be evaluated from the same dataset from which it was
constructed, evaluating it with a diferent dataset 7! is
desirable. In this study, we use other datasets for our
evaluation whenever possible.The list given below
provides the evaluation parameters implemented in
this study.

d.

The average distance between each MC sample
and the nearest CC sample (ANE) can be calcu-
lated using the equation as follows:

K J
=22 D(k—cMC)) 5)

k=1 j=1

hIH

where K is all CC elements, k is each CC element
and D is the distance between k and each jth cMC
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FIGURE 3. First three principal component’s distributions of K=27 CC selection (X) from Rdata MC.

element whose closest CC element is k, including
itself, thus rendering L total comparisons. The
ideal ANE value is 0, where each sample of the CC
represents itself and those similar to it. This
parameter evaluates the homogeneity of the rep-
resented MC diversity.

The average distance between each CC sample
and the nearest CC sample (ENE) can be calcu-
lated using the equation as follows:

K
ENE,, = %Z D (k—cCC) 6)

where K is all CC elements, k is each CC element
and D is the distance between k and its closest
CC element cCC, excluding itself, in L total com-
parisons. With such an evaluation parameter,
higher dispersion renders higher scores with the
aim of evaluating the dispersion among selected
CC elements.

The average distance between CC samples (E)
can be determined applying the equation as fol-
lows:

B, =72 Y. D(k=cCC)) @)

k=1 j=1

where K is all CC elements, k is each CC element
and D is the distance between k and all other jth
CC elements cCC, excluding itself, in L total com-
parisons. This evaluation parameter indicates
higher scores when CC elements have greater dis-
tances between themselves.

While previous evaluation parameters are useful
for data dispersion analysis, such parameters will
not evaluate how well the distribution of the MC
is represented on the CC; therefore, the distribu-
tion comparisons tests that were included are as
follows:

The homogeneity test (F - test for variances and ¢
- test for means; o= 0.05) between the CC and MC
for each trait can be represented as a percentage
of traits that are statistically different (MD for
means and VT for variances) 1.

The coincidence rate (CR) can be calculated using
the equation as follows:

_1y R
CR= MZ:: (8)

where R is the range of each m trait, and M rep-
resents the number of traits.
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f. The variable rate (CV) can be calcuated using the
equation as follows:
1 < CV,

CV=—
M = CV e

9)

where CV is the coefficient of the variation of
each m trait in the CC and MC, and M is the num-
ber of traits. According to Hu et al. "' a valid CC
has CR > 80 and MD <20, which are the limits for
the ideal representation of the identity and dis-
tribution of the MC.

g. The alleles coverage (CA) can be calculated using
the equation as follows:

CA=[|1-(]1—- ACC|I AMC)]|] (10)

where ACC is a set of alleles in the CC, and AMC
is a set of alleles in the MC; ACC meansures the
percentage of alleles from the MC that are pres-
ent in the CC 2,

To compare the obtained CCs with an established
methodology, we implemented Core Hunter 2 (CH) 13
as a reference and used it with the program’s default
parameters on the agrological and genomic datasets.

Experimental datasets
To determine the efficiency of the analysis of data
behaviour by point-to-point direct comparison, a syn-
thetic dataset esa constructed using binary data
(Sdata) with manageable n and m elements .

To test the algorithm in real biological-context sce-
narios, the CCs from different Mcs were constructed
and evaluated.

To test the algorithm’s CCs versus the scores of the
MCs, 780 rice (Oriza sativa (L.)) accession and 423 fox-
tail millet (Setaria italica subspitalica (L.) P. Beauv.)

accession data were retrieved from the then National
Institute of Agrobiological Sciences (now National
Agriculture and Food Research Organization [NARO])
http://www.gene.affrc.go.jp/databases_en.php as well as
361 maize (Zea mays (L.)) from the International Maize
and Wheat Improvement Center public repository.

According to the available data, different datasets
were assembled. The 762 SNPs from the 780 rice acce-
sion retrieved from the NARO database (Rdata) were
divided arbitrarly into two subsets of 331 SNPs each
for constructing two smaller datasets (Rdatal and
Rdatalll). In addition, ATs were categorized and
mapped into the binary data for 273 of the 780 acces-
sions, resulting in 38 variables (Rdatall). The variables
from 423 foxtail millet genotypes with transposon
displays 4 were used as a single dataset (Fdata). For a
subset of 141 accessions (Fdatal), 9 ATs were catego-
rized and mapped into binary data, resulting in 28
variables (Fdatall). The maize available information
was mapped into 0-1 values (Mdata). The substitution
tables used during this mapping are presented as sup-
plementary material 1.

Implementation
All procedures were implemented in python 3.6,
codes are available as supplementary material 2.

A graphical interface was developed including a
SQLite3 database (https://sqlitebrowser.org/) in order to
store data for future comparison and further analysis.
This implementation includes a previously described
K-means based CC selection algorithm 25!,

RESULTS AND DISCUSSION

Selection and evaluation
The selection criteria were chosen to look for the best
possible distribution of selected CC elements within
the DM. Although hierarchical clustering has proven
to be an effective method for determining collection
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structure and sampling CC #% and although it has been
implemented in different crop ?7 28 and included in
various selection algortihms %, hierarchical recon-
struction presents the challenge of selecting an appro-
priate model for biological interpretation that can be
applied to everything from unweighted pair-group
averages to Markov models in Bayesian estimations
91, To avoid the challenge of selecting a reconstruc-
tion model, we decided to work strictly with the DM.
By selecting the items described in this methodology,
we aimed to retrieve representative elements from
among the distributions of collections; however,
because of its iterative nature, this methodology may
render high redundancy under certain data distribu-
tions. Despite this limitation, the methodology has
proven to be capable of selecting representative ele-
ments of the MC’s diversity.

Evaluation criteria were applied according to Odong
et al. M without excluding the classic criteria used in [
10l The selected CCs render proper results in general
terms. As expected, selected CCs did not always reach
for optimal values for MD and CR, this is due the fact
that it is not the aim of the selection method to render
a CC with similar distribution to that of the MC, but to
make sure to include as much diversity as possible.

It is our belief that scoring the CC sets obtained with
these methodologies will enable genetic resource
banks to provide clear descriptors of what their CC
strengths and limitations are with respect to the MC
from which they come and will provide adequate
tools for determining the possible purposes of the
selected CCs.

Although several representations of genotypic char-
acteristics (particulary those involving DNA sequences
[30,31,321) have been proposed, real-number-based map-
pings have not been discarded, indeed, this type of
mapping has been highly studied for signal analysis
even when they share two principal problems: the

preferential magnitude of some nucleotides and the
non-equidistance of all nucleotides 3334, The arbitrary
values selected for SNP’s numerical representation of
genotypes aim to maintain equidistance relations
among purines and among pyrimidines in such a man-
ner that the same distance is also perserved between
at least one of them and the undetermined values. ATs
are represented as binary data. This representation
may prove useful for discrete data but requires a clus-
tering procedure for continuous data. In this study, we
arbitrarily generated clusters for the latter and then
represented them as the former. Although this imple-
mentation may no be the most accurate regarding bio-
logical or agronomical significance, it serves as the
first approach for testing the feasibility of the use of
signal processing techniques when merging several
datasets to construct one CC.

RAW versus FFT

The RAW comparison establishes a distance value on
the basis of the average distance between each mapped
value on each element while the FFT power spectra
implementation compares the signals in the frequency
domain. Using FFT, establishing a DM on the basis of
how data ‘shifted’ rather than on the basis of average
point-to-point comparisons was possible. The FFT
approach provides a different DM, where its compared
elements are clustered based on the similarity of the
shift is in the opposite phase. We expect that the pro-
cedure reveal more info about the relations between
the individual components within each element.

FFT comparisons of signal without PCA are a good
approach for CC selection. Nervertheless, PCA imple-
mentation enables us to avoid possible misleads in
random data arrangements, as, for example, palin-
dromic data that could result in the same power spec-
tra. Moreover, through PCA, we could organize data
according to their levels of impact on the difference
between accessions, which --when their magnitudes
were obtained-- inherently rendered a representation
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TABLE 1. K selected CC scores from MC Sdata Raw

and PCA Signal evaluated with Sdata

Sdata PCA Sdata RAW

K 12 18 24 12 18 24
ANE 0.2348 0.2311 0.2164 0.2697 0.2287 0.2164
ENE 0.339 0.3386 0.3401 0.3696 0.3228 0.3214

E 0.5562 0.5622 0.5547 0.5558 0.5333 0.5299
MD 0 0 0 0 0 0
VT 41.6667 50 41.6667 | 33.3333 | 58.3333 | 41.6667
CR 64.8403 | 71.6918 | 73.7154 | 60.6447 | 75.2465 | 80.4716
CV  |9080.798 | 61.2074 | 86.0876 | 136.6446 | 139.1418 | 280.8481
AR 74.3363 | 81.4159 | 89.3805 | 61.9469 | 77.8761 80.531

TABLE 2. K selected CC scores from MC Fdata Raw
and PCA signal evaluate with Fdata

Edata PCA Edata RAW
K 48 72 96 48 72 96
ANE | 0.6454 | 0.6423 | 0.6407 | 0.6489 | 0.6431 0.643
ENE | 00646 | 0.6472 | 0.6472 0.65 0.6448 | 0.6452
E 0.7297 | 0.7301 | 0.7301 | 0.7231 | 0.7236 | 0.7239
MD | 1.1799 0.59 0.59 17699 | 1.4749 | 1.4749
VT | 50.4425 | 53.6873 | 56.6372 | 50.7375 | 56.0472 | 55.1622
CR | 83.6883 | 87.0605 | 88.9709 | 83.5334 | 86.9308 | 87.7461
CV | 08494 | 0419 | 0.7357 | 1.1037 474 0.7361
VA | 96.3945 | 97.7652 | 98.5995 | 95.3516 | 97.497 | 97.4374

of informativity relations among values. This ‘data
behaviour’ was used as the element for pairwise com-
parisons, and although this approach clusters differ-
ently from RAW comparisons, we belive that it will
provide a new perspective for CC selection and open
the possibility of further data exploration.

Our first approach was to measure the comparisons
under different K values. We compared the approach
of the RAW signals whit the PCA-FFT- treated signals.
Results from Sdata, Fdata, and Rdata are presented in
Tables 1-3. As expected most evaluation criteria
improved as K increased.

TABLE 3. K selected CC scores from MC Rdata Raw
and PCA Signal evaluated with Rdata

Rdata PCA Rdata RAW
K 48 96 156 48 96 156
ANE 0.6013 0.5966 0.5942 0.6118 0.6052 0.6042
ENE 0.5939 0.5944 0.5981 0.6106 0.6085 0.609
E 0.7105 0.7074 0.7051 0.703 0.7038 0.7054
MD 9.1146 5.9896 3.9062 10.1562 | 5.4688 4.4271
VT 42.4479 | 48.6979 | 58.0729 | 57.5521 | 72.9167 | 70.0521
CR 70.5716 | 78.477 | 83.2957 | 69.9022 | 78.1045 | 80.0167
CcvV 1.0171 0.4343 0.3137 7.9407 0.4375 1.1344
VA 92.6758 | 96.8992 | 98.5298 | 93.9856 | 98.1823 | 98.5031

The use of FFT signals renders better overall scores
than use of RAW signal in Sdata and Fdata; however,
this advantage diminishes in Rdata. We speculate that
this difference can be explained by the mapping pro-
cedures used; further research regarding this matter is
ecouraged.

Using the CH’s rendered K values, we used both CH
and FFT to generate the CCs is summarized in Table 4
and in Figs 4-5. Both methodologies rendered similar
results, yet PCA rendered better results on parameters
representing MC distribution; this could be an effect of
the selection method’s intrinsic redundancy.
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a)

b) 0)

FIGURE 4. First two principal component’s distributions of k=11 CC (orange) selected
by CH(a), PCA(b) and RAW (c) in Sdata distribution (blue).

a) b)

FIGURE 5. First two principal component's dristibutions of k=84 CC (orange) selected
by CH(a) and PCA(b) in Fdata distribution (blue).

To further this concept, we analized maize data with Thus far, the proposed CC selection method and algo-
both K-means and FFT implementation, in order to rithm appear worthy of further exploration. We are
both contrast with a differt approach and test the aware that two particular fundamental elements

interfase. The results are presented in Fig 6. require immediate attention. First, a better mapping
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TABLE 4. CCs selected from MC Sdata, Fdata

and Rdata using PCA signals and Core Hunter

compared with respective same data

Sdata

Fdata

Rdata

P

CA

CH

PCA
CH

PCA

CH

12

84

156

ANE

0.2348

0.2314

0.6407

0.6392

0.5942

0.5952

ENE

0.339

0.3906

0.6474

0.6386

0.5981

0.6047

0.5562

0.563

0.7304

0.7176

0.7051

0.7017

MD

0

0

0.59

1.1799

3.9062

5.4688

VT

41.6667

58.3333

56.6372

66.6667

58.0729

86.7188

CR

65.6045

76.1001

88.9709

93.0119

83.2957

89.6723

cv

9080.978

132.6078

0.7357

0.429

0.3137

0.4001

AR

74.3363

76.9912

98.5995

98.4803

98.5298

99.3852

FIGURE 6. First two principal component'’s distributions
of k=12 CC (up), k=18 CC (center) and k=24 CC (bottom);
selected by FFT (left) and K-means (right) with their
respective evaluation values. Black dots correspond to the
complete maize set, while red X represent selected
elements for CC.

solution for both genotypic and AT numerical repre-
sentation needs to be determined. Second, the selec-
tion system developed by us is directly based on the
DM and is prone to high redundancy in some data
distributions. As discussed earlier, this selection sys-
tem was chosen in order to avoid the problems associ-
ated with hierarchical clustering and further alloca-
tion selections 335, Both issues should be addressed
in the near future.

Comprehensive data analysis

To demonstrate thet FFT-based CC selection can
include and analyse data regardless of its origin, we
concatenated corresponding signals from Fdatal whit
Fdatall as well as Rdatal and Rdaralll with Rdatall to
construct Mfdata, MRdatal and MRdatalIIl. The com-
prehensive sts were used to construct CCs; the sets
were then compared with both their orginal genotype
and phenotype MCs. These comparisons are shown in
Tables 5-8, and their distributions are represented in
Fig. 7-10.

These comprehensive CCs showed overall better
scores than genotypic-only CCs when compared with
genotypic-only data. On the contrary, there was a bet-
ter overall score in phenotypic-only CCs when com-
pared against phenotypic-only data.

In the latter case, it should be kept in mind that com-
prehensive data also consider genotypic data; this
could explain why better selections are made when
only phenotypic data are considered because geno-
typic variations may reduce the impact of some phe-
notypic traits in the PCA analysis.

The generation of a DM based on signal comparisons
originating from mixed data construction enables us
to explore one of the most interesting applications of
this algorithm. By mapping genotypic and AT data,
constructing a single signal with all data avaliable for
a particular accession is possible. The possibility of
including genotypic data with phenotypic traits, geo-
graphical locations, climates, habitats, nutritional
requirements, symbiotic relationships and so forth
provides an opportunity for determining the best
information to be included in the selection process in
order to cope with the particular objectives for which
that CC is beging selected. This concept, in addition to
adequate scoring systems, may prove useful in design-
ing tailored CCs that comply with specific research/
breeding objetive.
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TABLE 5. CCs selected from MC Fdatal and MC MFdata TABLE 6. CCs selected from MC Rdatal , Mrdatal, Rdatalll
PCA signals and evaluated with Fdatal and Fdatall and MRdatalll PCA signals and evaluated with Rdatal
vs Edatal vs Edatall vs RData
Fdatal MFdata Fdatall MFdata Rdatal | MRdatal | Rdatalll | MRdatalll
K 24 K 24
ANE 0.6333 0.6356 0.4049 0.4093 ANE 0.6148 0.6156 0.6251 0.6169
ENE 0.6413 0.6423 04374 04351 ENE 0.5989 0.6107 0.621 0.6194
E 0.7194 07113 0.623 0.5914 E 0.6962 0.6909 0.6985 0.6934
MD 17668 24735 0 0 MD 8.8542 8.5938 7.2917 6.7708
VT 52.0833 63.5417 52.0833 53.3854
VT 66.0777 33.9223 46.42 64.2857
CR 80.7367 83.768 81.7278 81.8623
CR 89.4908 89.8198 80.677 82.1913
CcvV 56.3949 59.6279 45.6875 199.9377
Ccv 45.7033 35.6847 21.8658 132.1517
AR 86.5097 88.144 86.5651 90.7202
AR 91.7647 92.7206 97.5904 94.3775
TABLE 7. CCs selected from MC Rdatal, MRdatal, Rdatalll TABLE 8. CCs selected from MC Fdatal and MC MFdata
and MRdatalll PCA signals and evaluated with Rdatalll PCA signals and evaluated with Fdatal and Fdatall
vs RDatalll vs RDatall
Rdatal | MRdatal | Rdatalll | MRdatalll Rdatall MRdatal MRdatalll
K 24 K 24
ANE 0.6285 0.6276 0.6314 0.623 ANE 0.4594 0.4652 0.4618
ENE 0.6273 0.6294 0.6368 0.6267 ENE 0.4796 0.4896 0.4742
E 0.7036 0.7054 0.7226 0.7056 E 0.6402 0.6205 0.6169
MD 8.0729 7.5521 7.2917 10.4167 MD 0 5.2632 0
VT 52.8646 60.6771 51.5625 46.875 VT 39.4737 42.1053 60.5263
CR 79.5995 81.0356 79.6809 84.53 CR 63.8082 61.8988 68.2437
CcvV 28.3673 56.3689 90.0475 60.7279 (6)% 3.8262 2.2285 4.1332
AR 88.9071 88.7705 87.5956 93.0471 AR 95.4268 98.7805 98.7805

a) b)

FIGURE 7. First two principal component’s distributions of k=24 CC (orange) selected
by PCA from Fdata(a) and Mdata(b) in Fdatal distribution (blue).
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a) b)

FIGURE 8. First two principal component's distributions of k=24 CC (orange) selected
by PCA from Fdatall(a) and Mdata(b) in Fdatall.
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FIGURE 9. First two principal component'’s distributions of k=24 CC (orange) selected
by PCA from Rdatalll (a) and Mdatalll (b) in Rdatal distribution (blue).

a) b)

FIGURE 10. First two principal component’s distributions of k=24 CC (orange) selected
by PCA from Rdatall (a) and MRDatal (b) in Rdatall distribution (blue).
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CONCLUSIONS
The use of SPTs in CC selection, as presented in this
algorithm, enables us to analyse all avaliable data
comprehensively and from different perspectives.
Despite its limitations, this signal construction make it
possible to analyse all avaliable data regarding each
accesion in CC selection with good results.

The efficiency of SPTs in CC selection sugests that the
use of these tools in MC analysis may provide useful
information not only for CC but also for other purposes.

The implementation of current and other SPTs in
all-inclusive MC-mapped signals is worth further
exploration, and we belive that it will be an import-
ant asset to genentic resource management and
exploitation.
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ABSTRACT

One of the most used bacteria in the Quorum Sensing (QS) experimental works is the Vibrio harveyi, which is used
as reporter bacteria to detect the Autoinducers-2 (AI-2) activity of other bacteria. Nevertheless, the description of
its QS mechanism by the mathematical modeling is an approach still unexploited. For biological systems, it is neces-
sary to consider the high variability of the experimental data, thus identifiability and parametric reliability analy-
ses must be performed before a model could be used. The following work describes a methodology for parameter
fitting and parametric identifiability analysis in a model that describes the dynamics of AI-2 in V. harveyi bacteria.
Identifiability analyses showed that all parameters are identifiable, but parametric dependency analyses showed
two linearly dependent parameters. According to our results, the model is adequate to describe the AI-2 dynamics
in V. harveyi.
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RESUMEN

Una de las bacterias mas utilizadas en los trabajos experimentales de deteccion de quorum (QS) es la Vibrio harveyi,
que se utiliza como bacteria reportera para detectar la actividad de Autoinductores-2 (AI-2) de otras bacterias. Sin
embargo, la descripcion de su mecanismo de QS por medio del modelado matematico es un enfoque atin no explo-
tado. En el caso de los sistemas biolégicos, es necesario considerar la alta variabilidad de los datos experimentales,
por lo que deben realizarse analisis de identificabilidad y fiabilidad paramétrica antes de que un modelo pueda ser
usado. El siguiente trabajo describe una metodologia para el ajuste de parametros y el analisis de la identificabili-
dad paramétrica en un modelo que describe la dinamica de la AI-2 en las bacterias V. harveyi. Los analisis de iden-
tificabilidad mostraron que todos los parametros son identificables, pero los analisis de dependencia paramétrica
mostraron dos parametros linealmente dependientes. De acuerdo con los resultados, el modelo es adecuado para
describir la dinamica AI-2 en V. harveyi.

PALABRAS CLAVE: Modelado matematico; Vibrio harveyi; AI-2; Estimacion de parametros; dependencia paramétrica
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INTRODUCTION

Quorum Sensing (QS) is a mechanism of bacterial
gene regulation used to coordinate collective behav-
iors in a population ™, Among the known bacteria that
use the QS mechanism, the Vibrio harveyi is one of the
most versatile, mainly because uses the Autoinducer-2
(AI-2) as a signaling molecule which is known as an
interspecies signaling molecule . Despite many mod-
els have been proposed to describe the QS mechanism
131 just a few of these models are focused on QS mech-
anism that uses AI-2 as a signaling molecule 51,

Mathematical modeling has become an important
tool in many sciences, mainly because of its capability
to describe different aspect and relations between the
elements of a system. Normally, mathematical models
contain a set of parameters which either can be
inferred from experimental data, or need to be esti-
mated, and before a mathematical model can be con-
sidered reliable, the unknown parameters need to be
estimated [©!.

When experimental data from the real system is
available, the model parameters can be estimated by
minimizing a cost function which measures the error
between the experimental data and model outcome.
Nevertheless, because the quality or quantity of exper-
imental data, the model parameters can present esti-
mation problems, like non-identifiability or parameter
uncertainty. These problems are very common in
mathematical models that describe biological sys-
tems, due to their stochastic nature and the noise
added by the experimental measurements 3!,

Some methodologies have been proposed and suc-
cessfully used to tackle these problems. Raue et al.
present a methodology to identify the non-identifi-
ability based on the likelihood profile, this approach
can determinate the practical and structural non-iden-
tifiability 7. Additionally, Xue et al. present a method-
ology to determinate the parameter uncertainty if the

experimental data distribution is unknown ®!. These
approaches were satisfactory used in ¥4, where were
applied in parameter estimation of mathematical mod-
els which describe biological systems. In both models,
parameters practically non-identifiable were identi-
fied and fixed for further estimations, which enhanced
the parametric estimation.

Here, we propose amathematical model that describes
the production and uptake of Autoinducer-2 (AI-2) in
bacteria V. harveyi. In our model, the parameters are
identifiable but exist a parametric dependency. We
found that fixing a dependent parameter reduces the
confidence interval of the remaining parameters,
enhancing the parameter identifiability. Based on the
estimation results, the model can be useful to describe
the AI-2 dynamics of V. harveyi. Unlike other QS math-
ematical models, ours describes the AI-2 dynamics as
a function dependent on the bacterial growth, which
could offer a new approach to develop control mecha-
nism based on the bacterial growth media.

METHODOLOGY

Quorum Sensing in Vibrio harveyi

The QS mechanism of V. harveyi has been well char-
acterized and a brief description is presented in Figure
1. Briefly, V. harveyi uses three different signaling
molecules, CAI-1, HAI-1, and AI-2, produced by the
CgsA, LuxM, and LuxS proteins, respectively. These
molecules freely cross the cell membrane and accumu-
late in the extracellular space till reach a threshold and
are sensed by membrane proteins. Each signaling mol-
ecule has a cognate membrane protein, CgsS for CAI-1,
LuxN for HAI-1, and LuxP-LuxQ for AI-2. Once sensed,
the membrane proteins reduce the phosphorylation
activity over the LuxU, and this, in turn, reduces the
LuxO phosphorylation. This reduction activates the
LuxR protein expression which represses and activates
many genes, like genes related to the bioluminescence
and biofilm formation 214,
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Mathematical model

In the V. harveyi QS mechanism three different Als
are produced and detected, nevertheless, to simplify
our model, we only considered the AI-2 dynamic. Our
model was made based on the next assumptions i) the
AI-2 production by the LuxS synthase is dependent on
cell growth 5}; ii) it is considered that all produced AI-2
freely cross the membrane to the extracellular space.

Bioliminescence
Biofilm formation

FIGURE 1. The Quorum sensing mechanism in V. harveyi.

The V. harveyi QS model is composed of the Gompertz
function to adjust the V. harveyi growth curve (X), and
the extracellular AI-2 concentration (A). The model is
described as follows:

X(t) = X, + Ce—e "™ @)
dA
-_ = — 2
dt Ha — Hxa (2
The bacterial growth dynamic is described using a
Gompertz function in Equation (1), where X is the
initial bacterial concentration, C is the asymptote of
the function, and represent the maximum bacteria
concentration, B is the slope of the function which
represents the growth rate, and M is the saturation
time.

Equation (2) describes the A dynamics, 4, is the AI-2
synthesis. y,, is the uptake of A by the bacteria. 4, is
presented below.

— K X(m 3)
Ha = Ky X(@Om + k;llll 3
where k, is the A velocity production, and k, ; is an

affinity constant. The uptake of A is described by a
function g, as follows:

_ X()" AC)
Hxa = X" + k:rllzz (4)
where k, , is the uptake rate by the bacteria, and k_,

an afflmty constant.

Parameter estimation

Parametric estimation of the mathematical model can
be understood as the search of values for parameters
set (0) that minimize the difference between the model
outcome y, and experimental data y, as close to zero as
possible. This search is restricted by the system dynam-
ics, algebraic restrictions and systems constraints.
Focused on this aim, the Sum of Square of Weighted
Residues (SSWR) has been used successfully in others
works as cost function 1617 and is defined as follows.

SSWR(6) = Z Z (n};x_(;‘])) 5)

] i=

where j and i represents the number of variables and
experimental data, respectively, y is the set of experi-
mental data points, and y is the model outcome. Since
the integration routine of Equation (2) requires dense
data sets at different times depending on adaptive step
size, inputs in each estimation are approximated by a
linear interpolation. The minimization of Equation (5)
implies a non-linear optimization problem with sev-
eral variables that can be solved using a global optimi-
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zation algorithm. In this work, we used the Differential
Evolution (DE) algorithm [# to estimate the optimal
parameter values.

Parameter identifiability
A parameter is identifiable if can be determined by a
value within a confidence interval with a desired prob-
ability. The parameter identifiability plays an import-
ant role for analysis of parametric models because the
parameters define the model performance and its
adaptability under different conditions [ 19!,

In order to analyze the parameter identifiability in
Equations (1) and (2), we used the approach based on
the profile likelihood presented by Raue et al. 7. This
approach offers insights into the parametric identifi-
ability. Additionally, this approach explores the practi-
cal and structural non-identifiability, two phenomena
related to parameters.

Briefly, the approach consists on defining a set of val-
ues for each parameter, centered at its optimized value,
and re-optimize the remaining parameters minimizing
the SSWR 7, The objective of this approach is to explore
the parameter search space around the optimal value
of each parameter, while the model outcome is re-opti-
mized estimating the remaining parameters .

Parameter uncertainty and dependency

Due to the stochastic nature of biological systems,
when a mathematical model that describes a biological
phenomenon is developed, is necessary to consider
the data variability. Additionally, the measuring meth-
ods normally add noise to the measurements, incre-
menting the data variability. The bootstrap method is
a statistical tool to determinate the parameters accu-
racy and parameters dependency.

For parametric bootstrap is necessary to know the
data distribution, which is normally unknown. To
tackle this issue, the weighted bootstrap method

assigns to the cost function a vector of random weights
from an exponential distribution with mean and vari-
ance one ¥, This method has been used successfully in
others similar works 19, In each weighted bootstrap
repetition, the model parameters are re-optimized,
and after enough repetition, the confidence interval is
calculated. The 95% confidence interval for each
parameter is calculated between the 2.5 and 97.2%
quantiles. From the confidence interval, the distribu-
tions of parameters and dependency among parame-
ters are plotted.

NUMERICAL RESULTS

Initially, the parameters were estimated to find a set
of parameters values that adjust the model outcome to
experimental data. The experimental data were taken
from 4, using the Plot Digitizer program to obtain the
numerical data from the graphics *°. Because the
growth function is independent, firstly we estimate
the growth function parameters and used the best fit
values as constants for estimations of remaining
parameters. The best fit values of growth function
parameters are presented in Table 1.

TABLE 1. Parameter values of the growth function.
These values are fixed in further estimation.

Parameter (units) Best fit
Xo (0Dgg0) 0.00091

€ (0Dg00) 3.2357

B (1) 0.3514

M (t) 10.7743

The remaining model parameters were estimated
using the values in Table 1, and the best fit value set
was used to calculate the profile likelihood 7, this
method has been successfully used in previous similar
works 919 For each parameter, a vector is defined
with values centered at its best-estimated value and
use to explore its parameter space. The profile likeli-
hood results can be seen in Figure 2. The graphics
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show a concave shape that means there is a parameter
value that minimizes the model error, and the model
parameters are identifiable.
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FIGURE 2. Profile likelihood graphics.

Afteridentifiability analysis, we perform the weighted
bootstrap method to analyze the parameters uncer-
tainty and parameter dependency and compute the
confidence interval. Firstly, 500 weighted bootstraps
repetitions were made, re-optimizing the parameters
on each repetition. Then, the 95% confidence interval
was calculated, using the 2.5 and 97.5% quantiles, and
the intervals are presented in Table 2.

TABLE 2. Parameters confidence interval and best fit.

Parameter Confidence interval
. Best Fit
(units) 2.5% quantile 97.5% quantile
ky (uM - t71) 4.6361 4.3507 15.0
K1 (0Dg00) 0.0025 0.0021 0.0312
ny 3.5412 0.8991 43129
kyy (71 0.4769 0.4477 2.7818
Kz (0Dgoo) 0.1674 0.0704 1.9998
n, 3.0957 0.2375 5.8004

Parameter k, is the parameter with the larger interval
confidence. On the other hand, k_, has the smaller
interval confidence of all parameters. That means, k,
can variate along a long interval and the model is still
suitable, but the smaller interval confidence of k|
means that the model is more sensible to it. Based on
the confidence interval, the distribution of parameters

is depicted in Figure 3.
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FIGURE 3. Graphs of the parameter distribution.

In Figure 4, parameters k, and k,, show a linear
dependency, increasing the value of k,, the estima-
tion of k,, also increases. These parameters can not
be estimated independently. This behavior is consis-
tent with the real system, if the velocity production of
AI-2 (k) increases, is necessary that the AI-2 uptake
rate (k,,) also increases to balance the extracellular
AI-2 concentration.

To improve the parameter estimation, one of these
parameters must be fixed for further estimations. This
approach has been successfully used to reduce the
parameter estimation process, which helped to reduce
the computational cost and improves the model fit [,
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In this work, they fix the parameters based only on the
profile likelihood because they found that some
parameters were structurally non-identifiable. In our
work, profile likelihood of all parameters showed that
all parameters are identifiable, but parametric depen-
dency analysis showed up that some parameters are
dependent on each other. Fixing a dependent parame-
ter helps to improve the model fit and to reduce the
parameters confidence interval 19
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FIGURE 4. Parameter dependency.

Using this approach, we fixed k,,=0.4769 for further
estimations and to analyze the remaining model
parameters. The selection of k,, as the fixed parame-
ter was to analyze the impact of this approach in a
parameter with a large confidence interval. Once k,
fixed the likelihood of remaining is computed, and the
graphics are depicted in Figure 5. There is a remark-
able improvement in the identifiability of most of
parameters. Confidence interval, parameter distribu-
tions and dependency among parameters were re-cal-
culated after a new set of 500 weighted bootstraps
repetitions. The confidence interval and best fit
parameters value are depicted in Table 3.
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FIGURE 5. Profile likelihood graphics
after fixing the parameter k, ,.

Remarkably, the best-fit values are the same as that of
the previous estimations. Fixing the parameter k,
does not affect the parameter estimation but reduce
the computational cost and improves the confidence
interval.

Also, the estimated parameters get a distribution
more defined, as can be seen in Figure 6, where the
parameter k, varies less when parameter k, is fixed.

TABLE 3. Parameters confidence interval
and best fit value after estimations with k, , fixed.
*means that parameter was fixed in estimations.

Parameter . Confidence interval
. Best Fit

(units) 2.5% quantile 97.5% quantile

ky (uM - t71) 4.6361 1.8900 4.6649

Km1(0Dgoo) 0.0025 0.00001 0.0072

ny 3.5412 0.2023 4.4556

kya (E71) 0.4769*
Kma (0Dgoo) 0.1674 0.1582 2.5
n, 3.0957 0.8611 4.1206
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The reduction of confidence interval also improved
the parameter distribution, which is visually evident

in parameters k,, k_,and k_, in Figure 6.
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FIGURE 6. Graphs of the parameter distribution after
fix parameter k, , in weighted bootstrap repetitions.
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FIGURE 7. Parameter dependency
after estimations fixing k.

Nevertheless, as in Figure 3 there is one tail distribu-
tion in parameters, which could be attributed to the
estimation method used is stochastic and its random
nature.

The parameter dependency is presented in Figure 7.
Parameters n, and n, present a behavior like parame-
ters k, and k,,, which seems to be dependent.
Nevertheless, based on their distribution (Figure 6)
and confidence interval, we considered that the
parameter dependency is not significative to affect the
model performance or parameters identifiability. After
parameter analysis, we consider that by fixing k,, the
remaining parameters are identifiable.

The model performance is presented in Figure 8, the
model outcome in blue lines, and experimental data in
closed circles 4, Parameters values are presented in
Table 1 for Equation (1), and Table 3 for Equation (2).
As can be seen, the model presents a good perfor-
mance to adjust the experimental data, despite there
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FIGURE 8. Model Outcome. (A) is the cellular growth,
and (B) is the Al-2 extracellular concentration.
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are misalignments when the experimental data change
drastically, about the hour eight for AI-2 dynamics,
and hour 15 for the cellular growth.

CONCLUSIONS
In this paper, we presented a mathematical model that
describes the AI-2 dynamics as a function of the bacte-
rial growth in the V. harveyi bacteria, and the model
viability was probed by the parameter identifiability
analysis as can be seen in Figure 8, our model can rep-
resent adequately the experimental data from 4.

Despite the identifiability analysis showed that all
parameters were identifiable, the parameter depen-
dency analysis showed that k, and k,, were depen-
dents, additionally, the dependent parameters do not
present a clear distribution.

Despite both parameters are identifiable, they can
increase or decrease arbitrary without enhance the
model adjustment.

Fixing k,, the identifiability and confidence interval
of remaining parameters was improved and the distri-
bution of k, showed a clear tendency to a centered
value. This is a new way to tackle the identifiability

problem and enhance the model parameters viability.

As future work, we propose a deeper analysis about
the influence of bacterial growth on the AI-2 dynam-
ics. Additionally, further analysis can be realized for a
better understanding about the effect of a dependent
parameter over the other, this could be useful to con-
trols the parameters tendency, which can mean a sav-
ing of resources during the experiments.
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RESUMEN

La biologia sintética (SynBio) es una disciplina de reciente aparicion que sirve para disefar o re-disefiar sistemas
biologicos y otorgarles cualidades mejoradas o nuevas cualidades. En la SynBio el disefio de nuevos sistemas biolo-
gicos requiere de herramientas moleculares muy precisas, tales como: a) la bioinformatica, b) la secuenciaciéon NGS
(Next Generation Sequencing), el ensamble y/o sintesis de ADN c) y la edicion de genomas a través de CRISPR-Cas9.
En la SynBio encontramos ademas otras disciplinas con un perfil mas hacia el ambito social, las cuales tocan aspec-
tos éticos, legales, filoséficos y econémicos, considerandose asi una multidisciplina. La SynBio esta propiciando el
desarrollo de nuevas tecnologias (emergentes) partiendo de una 6ptica ingenieril. En la SynBio, al ADN se le entien-
de de forma practica y abstracta como una serie de partes que se pueden ensamblar en cierto orden para obtener los
productos deseados una vez que se conoce la funcionalidad de cada parte. La SynBio ha dado pie a una nueva con-
cepcion de la economia a nivel mundial y por consecuencia se ha tomado muy seriamente el termino Bioeconomia

como una nueva disciplina que transformara a las sociedades.

PALABRAS CLAVE: Biologia Sintética; Edicién de genomas; Bioeconomia
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ABSTRACT

Synthetic biology (SynBio) it is considered a very recent discipline. View as a tool serves to design or re-design biolo-
gical systems, giving them improved qualities or new qualities. In the SynBio, the design of new biological systems
requires very precise molecular tools, such as: a) bioinformatics, b) sequencing NGS (Next Generation Sequencing),
assembly and synthesis of DNA c) and CRISPR-Cas9 genome editing. Within the SynBio there are other social profile
disciplines which concerned to ethical, legal, philosophical, and economic, and for that reason it is considered a
multidiscipline. The SynBio is promoting the development of new (emerging) technologies based on an engineering
perspective. In SynBio, DNA is understood in a practical and abstract way as a series of parts that can be assembled
in a certain order to obtain the desired products once the functionality of each part is known. The SynBio has given
rise to a new conception of the economy worldwide and consequently the term Bioeconomy is already taken very
seriously as a new discipline that will transform societies.

KEYWORDS: Synthetic Biology; Genome editing; Bioeconomy.
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INTRODUCCION

La conformacion de toda sociedad humana es mol-
deada por un adecuado suministro de productos que
suplan las necesidades basicas para su desarrollo pre-
sente y futuro. La demanda de dichas necesidades
basicas, que van desde medicamentos, alimentos,
materias primas, entre otros, han ido en constante
aumento debido a la creciente poblacion humana.
Ante todo esto, la Biologia Sintética (SynBio) ofrece
nuevas alternativas sustentables para la adquisicion de
productos que suplan dichas necesidades. La SynBio
es una disciplina que se ha desarrollado de manera
gradual a partir del siglo pasado y para entenderla
como concepto es 1util situarle dentro de varios perio-
dos histoéricos que involucran hitos importantes en el
impulso del conocimiento cientifico . Dentro de los
acontecimientos cientificos mas relevantes que le han
dado a la SynBio una presencia central en esta revolu-
cion bio-industrial se encuentran los siguientes: el
descubrimiento y los avances logrados en la regulacion
génica (e.g. el operén LacZ); el perfeccionamiento de
las técnicas de ADN recombinante y la ingenieria gené-
tica; el lanzamiento del proyecto genoma; la secuen-
ciacion Sanger; el perfeccionamiento de la técnica de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus
sigla en inglés); la generacion de bases de datos mun-
diales tales como NCBI, GeneBank y EMBL-net; la opti-
mizacion de nuevas tecnologias de Secuenciacion de
Nueva Generacion (NGS’s) para la decodificacion del
ADN; el ensamble Gibson; el uso de la herramienta de
edicion de genomas CRISPR-Cas9, los modelos compu-
tacionales de célula completa; asi como la reciente
creacion de la bacteria sintética Micoplasma mycoides
JCVI-syn 3.0 231

Definicion del
concepto Biologia Sintética
Para entender el concepto de SynBio es necesario que
primero definamos un sistema biolégico como el con-
junto de partes similares que trabajan en armonia para
cumplir alguna funcién fisiolégica determinada. La

interaccion de sistemas biolégicos da lugar a una red
de sistemas que, a su vez, pueden organizarse para dar
lugar a procesos de mayor complejidad. El estudio de
los sistemas biolégicos ha dado lugar al desarrollo de
nuevas técnicas y metodologias enfocadas al conoci-
miento de la adaptacion, la evolucién y la interaccion
entre organismos. Dichas herramientas han abierto el
camino para el estudio de los organismos desde una
nueva perspectiva: la generacion de nuevos sistemas
biolégicos no existentes en la naturaleza para la obten-
cion de productos de interés para el hombre.

La SynBio se puede definir entonces como una disci-
plina 1util para disefar y construir nuevas partes,
mecanismos y sistemas biologicos, o re-disenar siste-
mas biolégicos existentes y otorgarles nuevas y mejo-
res cualidades con un propoésito definido. A partir de
ella, es posible desarrollar nuevas metodologias para
estudiar la funcionalidad de los propios sistemas biolo-
gicos. Los sistemas biologicos sintéticos deben reunir
caracteristicas muy especificas para ser considerados
como tales, por ejemplo: a) ser computacionalmente
predecibles, b) deben ser medibles, c) controlables y d)
transformables (adicionar funciones y/o regular fun-
ciones existentes) 51,

Dependiendo del nivel en el que se observa un sis-
tema (ADN/ARN, proteinas, metabolitos, interacciones
intracelulares y redes regulatorias) es posible conocer
el perfil dinamico de un organismo. En conclusién, la
SynBio ha evolucionado en una ciencia esencialmente
interdisciplinaria que estudia las interacciones de los
miultiples componentes y el comportamiento colectivo
de una célula u organismo !,

La SynBio y su
relacion con otras disciplinas
El disefio de nuevos sistemas biologicos a través de la
SynBio involucra la interacciéon de una gran variedad
de disciplinas cientificas tales como la quimica, la bio-
logia, la fisica, la ingenieria, las matematicas, la esta-
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distica, las ciencias computacionales, entre otras mas.
Por consecuencia, la SynBio se considera un campo
necesariamente multidisciplinario el cual presenta un
gran potencial tecnolégico para el desarrollo de nuevos
productos, entre los cuales podriamos destacar: medi-
camentos a bajos costos, biocombustibles, plasticos
biodegradables, la implementacion de la terapia génica
y/o molecular, por mencionar algunos. Cabe sefialar
que especialidades aparentemente distantes como la
bioseguridad y la bioética forman parte fundamental
en la base del conocimiento de esta disciplina, aunque
no pertenezcan al campo tecno-cientifico 47,

En un esfuerzo por hacer asequible la concepcion de
los principales elementos que integran a la SynBio, Lee
y colaboradores “ proponen tres etapas para la cons-
truccion de un sistema biologico sintético: a) la decodi-
ficacion y analisis de los genomas de los diferentes
sistemas biolégicos, b) la sintesis de las partes que
integran un genoma y el ensamble de cada una de
ellas, y por tltimo c) el uso de las herramientas de edi-
cion de genomas. Entre los factores esenciales para el
impulso de esta disciplina encontramos: las nuevas
herramientas bioinformaticas que relacionan, almace-
nan y procesan grandes bases de datos; el desarrollo
del stper-computo; asi como el disefio de nuevos plas-
midos mejorados que incluyen gARN's y Cas9. Sin
embargo la utilizacion de la herramienta de edicion de
genomas CRISPR-Cas9 ha sido el detonador en el
avance de ella debido al enorme potencial que tiene en
la generacion del conocimiento basico y aplicado de
genes funcionales y su regulacion 8,

Disciplinas sociales que
impactan directamente a la SynBio
Por la relevancia de los miltiples elementos antes
mencionados que conforman a la SynBio, es impor-
tante hacer énfasis en otras disciplinas que involucran
aspectos éticos, legales, filosoficos y econémicos. De
hecho, tal es la importancia de estas disciplinas que al
dia de hoy continua el debate sobre la adjudicacion del

descubrimiento y las variantes ligadas a la herra-
mienta CRISPR-Cas9 ®. Un ejemplo de los muchos
debates legales alrededor de CRISPR-Cas9 mas recien-
tes, es la revocacion de una solicitud de patente otor-
gada inicialmente al Broad Institute del Massachusetts
Institute of Technology de la Universidad de Harvard
la cual ha sido rechazada por la oficina de patentes
europea [,

Es importante mencionar que los investigadores invo-
lucrados en el desarrollo de CRISPR-Cas9 es amplio; sin
embargo, de manera ética y otorgando el debido reco-
nocimiento, cabe mencionar algunos de los mas influ-
yentes: Yoshizumi Ishino, Francisco Mojica, Guadalupe
Juez, Ruud Jansen, Eugene Koonin, Rodolphe
Barrangou, Philippe Horvath, Jennifer Doudna, Blake
Wiedenheft, Martin Jinek, Emmanuelle Charpentier,
Krzysztof Chylinski, Feng Zhang, Karl Deisseroth,
Edward Boyden, George Church, entre otros 1%,

La SynBio es tema de un gran debate ético y filosofico
a nivel mundial debido al impacto en su uso como
herramienta. Al dia de hoy existen diversas publicacio-
nes referentes al tema ético de su aplicacion tales como:
Synthetic Biology and Morality de Kaebnick y Murray,
Synthetic Biology, Social and Ethical Challenges de
Balmer y Martin, Synthetic Biology at the Limits of
Science de Nordmann, Life by design: Philosophical
perspectives on synthetic biology de Bensaude.

El crecimiento exponencial
de la SynBio en la solicitud de patentes

Van Doren y col., 'Yl realizaron un estudio sobre la
relacion de la tendencia que han seguido las solicitu-
des de patente ligadas al tema de biologia sintética
desde 1990 al 2010 y observaron que: a) existe un
aumento en la actividad anual de solicitudes, de
acuerdo al desarrollo de la SynBio y con base en sus
aplicaciones, b) cuando se observa por area de aplica-
cion, las principales patentes parecen ser mas relevan-
tes para los sectores médico, energético e industrial, c)
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entre los principales solicitantes se encuentren los
EE.UU.,, Jap6n y detras un considerable niimero de pai-
ses europeos y d) las universidades asi como las
empresas son los principales sectores en la solicitud de
distintos tipos de patentes. Las solicitudes de patente
en el tema de la SynBio han incrementado principal-
mente en areas como la biotecnologia médica, indus-
trial y energética promovidas especialmente por uni-
versidades e industrias.

Percepcion de la SynBio en la sociedad

como una herramienta biotecnolagica
La SynBio como concepto se percibe tanto positiva
como negativamente en la sociedad a nivel mundial;
sin embargo, es innegable el gran potencial que posee
en areas como la medicina. Posiblemente, es en este
campo donde menor resistencia podria sufrir respecto
a su uso ya que seguramente obtendra su total legiti-
midad debido a lo que esta representa en el area de la
terapia génica. En resumen, su uso es de enorme inte-
rés en el campo de la salud y la industria en general 2,

En encuestas realizadas en los EE.UU sobre la percep-
cion existente respecto a la SynBio, esta es catalogada
como una disciplina peligrosa que tendria que ser
sujeto de regulacion; sin embargo muchos paises alre-
dedor del mundo atn estan trabajando sobre los temas
regulatorios 3!, Por otro lado, hoy en dia se enfrenta la
disyuntiva respecto a que, la SynBio debe ser un cono-
cimiento cientifico abierto al publico; en el aspecto
ético y legal esto plantea un gran dilema debido al
impacto que existe al modificar el genoma de los siste-
mas biologicos sin el conocimiento cientifico basico de
la funcién de los genes. Diferentes agrupaciones a nivel
mundial han surgido para “democratizar la SynBio”,
tales como la ya extinta Glowing Plant, asi como las
agrupaciones aun vigentes como iGEM y Biohackers
DIYBIO 4 151, En México la legislacion acerca del tema
aln esta en discusion, sin embargo, existe guias inter-
nacionales en donde podemos basarnos para el ade-
cuado trabajo experimental relacionado a la SynBio ¢,

Alcances y perspectivas de la SynBio

En el 2009 Gibson y col., I perteneciente al grupo de
Craig Venter, reportaron el diseno, sintesis y ensamble
de un genoma completo. Sintetizaron 1.08 Mb del
genoma de la bacteria Mycoplasma mycoides llamado
JCVI-syn1.0 el cual iniciaron a partir de la informacion
de la secuencia genomica digitalizada. Después tras-
plantaron el genoma quimicamente sintetizado dentro
de Mycoplasma capriculum (célula receptora) la cual
fue controlada solo por el cromosoma sintético dise-
fiado de M. mycoides. A raiz de estos grandes descubri-
mientos, la SynBio se ha convertido en un enorme
campo de exploraciéon y de oportunidades surgiendo
asi empresas como Human Longevity Incorporation y
Caribou Biosciences, Inc. 8 19,

En 2015, William C. Campbell, Satoshi Omura y
Youyou Tu obtuvieron el premio Nobel de fisiologia o
medicina por haber sintetizado una droga antimalarica
al modificar la regulacion de la via del mevalonato
mediante la introduccién de doce genes de Artemisia
annua en la levadura S. cerevisiae. La SynBio al ser una
herramienta molecular tan poderosa y por estar basada
en tres grandes pilares de conocimiento: la bioinforma-
tica, el ensamble y sintesis de genomas y la edicion de
genomas, es objeto de atencion mundial; a raiz del
entendimiento de la funcionalidad de los genes, espe-
cialmente en humanos, el tema de la terapia génica, por
ejemplo, se convierte en un tema muy relevante 2%,

Existen tecnologias y/o herramientas emergentes que
se basan en el uso del conocimiento generado por la
SynBio, tales como: bioinformatica de stiper computo
cuantico; biobricks, para construir circuitos que gene-
ran nuevos disefios de plasmidos; ensamble de genes
ssODN's; optogenética; silenciamiento, reemplazo y
regulacion de genes mediante herramientas de edicion
(ZNF, TALEN, CRISPR-Cas9); nanoingenieria; selex o
aptameros para hacer dispositivos para diagnostico;
dispositivos o simuladores metabélicos (6rgano chips);
terapia génica; phantoms, que simulan propiedades
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electromagnéticas de tejidos y érganos; teletranspor-
tador biologico para la colonizacion de planetas y
almacenamiento de datos utilizando memoria de ci-
dos nucleicos (NAM) [21-28],

El surgimiento del término
Bioeconomia en la SynBio
Flores-Bueso y cols., ! publicaron que a raiz del desa-
rrollo de todas estas nuevas herramientas relacionadas
a la SynBio, se esta revolucionando la industria biotec-
nologica y abriendo nuevos mercados, conduciendo a
una nueva area emergente, denominada Bioeconomia.
En su trabajo mencionan que las empresas relacionadas
ala SynBio se han expandido a casi 40 paises y casi 700
organizaciones, ademas de haberse fundado casi 530
nuevas agencias relacionadas al tema; por lo tanto, es
evidente que esta impactando totalmente la demanda
creciente relacionada con la alimentacion, la salud, la
energia, etc., ademas de ser vista como una herra-
mienta biotecnolégica que puede ser tGtil para aminorar

los efectos del cambio climatico.

La Biologia Sintética tiene un mercado actual valuado
en alrededor de 3.9 billones de ddlares, y se estima que
crezca cerca del 24.4% anual. Para el 2021, se predice
que alcance los 11.4 billones de doélares. Si la SynBio
toma las riendas de la Bioeconomia, su contribucién
podria ser un fenémeno poco esperado, pues se cree
que puede dar lugar al desarrollo social y de comuni-
dades con base en las iniciativas de integracion y acep-
tacion de la industria, gobiernos y mercados.

CONCLUSIONES

La biologia sintética continiia diariamente su desa-
rrollo vertiginoso con un futuro muy prometedor. El
conocimiento cientifico logrado en el siglo XX y parte
del siglo XXI en materia de biologia molecular y gené-
tica, ha permitido la conceptualizacion y aplicabilidad
de nuevas tecnologias y disciplinas encaminadas a la
salud, industria y energia.

La SynBio es una herramienta con altas expectativas
y potencial socioeconomico. Es probable que su campo
de accién crezca de manera exponencial en la préxima
década con base a los nuevos desarrollos, patentes e
industrias que se estan creando y desarrollando. El
traslado de los beneficios de esta tecnologia del labora-
torio al campo va de la mano con las regulaciones que
aplican a la salud, al ambiente, a la seguridad alimen-
taria y la gobernabilidad, por mencionar algunas. Sin
embargo, la falta de informacion y la manera de comu-
nicar las ventajas y desventajas de esta tecnologia es
importante abordarse debido a que mucho del cuestio-
namiento social proviene de la falta de conocimiento o
simplemente se debe a un entendimiento distinto en
términos cientificos basicos. La bioética como herra-
mienta de certidumbre o de razén sera finalmente una
disciplina muy poderosa a la hora de responder sobre
la pertinencia de la aplicabilidad de organismos dise-
fnados o de la edicién de genomas en humanos como
parte de una terapia génica. Si la regulacion y la acep-
tacion social en la aplicacion de estas tecnologias se
articula sera de mucho beneficio para la sociedad.
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Microscopio como Lector de Absorbancia con Utilidad en Analisis Clinicos
Microscope as Absorbance Reader with Utility in Clinical Analysis
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RESUMEN

La descentralizacion de laboratorios clinicos, se encuentra en desarrollo, lo anterior ha llevado a disenar instru-
mentos que ofrecen resultados rapidos, confiables y al lado del paciente, esta tendencia se le conoce como prueba
en el punto de atencion (point of core testing POCT) y brinda la posibilidad de dar un seguimiento inmediato al
padecimiento. El objetivo de esta investigacion fue la implementacion de un medidor de absorbancia, empleando
la estructura de un microscopio 6ptico, al cual se le ha adaptado un filtro de luz, y una camara digital. Lo anterior
permite obtener valores de intensidad promedio de imagenes solidas microscopicas de reacciones enzimaticas, y a
partir de ellas estimar absorbancia o concentracién. Como resultados se presentan rectas de calibracién de absor-
bancia y mediciones de concentraciones para los casos de violeta de genciana, un kit de glucosa oxidasa y muestras
problemas de pacientes voluntarios. Concluimos que existe un error de medicion menor de +1mg/dL comparados
con las mediciones de un lector de placas de Elisa y un analizador de quimica sanguinea semiautomatizado. Tenien-
do en cuenta lo anterior el sistema resulta ser una alternativa viable para la estimacion de absorbancia y aumenta la
funcionalidad de microscopios Opticos en clinicas de salud.

PALABRAS CLAVE: Prueba en el punto de atencion; lector de absorbancia; micro-espectrofotémetria
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ABSTRACT

The decentralization of clinical laboratories is under development, which has led to the design of instruments that
offer fast, reliable and patient-side results, this trend is known as point of core testing (POCT) and It offers the pos-
sibility of giving an immediate follow-up to the disease. The objective of this investigation was the implementation
of an absorbance meter, using the structure of an optical microscope, to which a light filter and a digital camera have
been adapted. This allows to obtain values of average intensity of solid images of enzymatic reactions, and from
them to estimate absorbance or concentration. As results, we present absorbance calibration lines and concentra-
tion measurements for cases of gentian violet, a glucose oxidase kit and samples of volunteer patients. We conclude
that there is a measurement error of less than + 1mg / dl compared with the measurements of an Elisa plate reader
and a semi-automated blood chemistry analyzer. Taking into account the above, the system turns out to be a viable
alternative for estimating absorbance and increasing the functionality of optical microscopes in health clinics.

KEYWORDS: Point of Core Testing: Absorbance Reader; Microspectrophotometer
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INTRODUCCION

El empleo de microscopios invertidos se ha difun-
dido ampliamente en los dltimos afios, esto debido a
que se pueden observar cultivos celulares sin una pre-
via preparacion, dicha actividad puede ser resaltada
gracias a técnicas de contraste de fase, con las cuales
se evita el uso de biomarcadores. Sin embargo, los
microscopios opticos no solo pueden ser empleados
para observacion, también permiten cuantificar con-
centraciones de solutos presentes en una célula, tal es
el caso de la reciente técnica llamada micro-espectro-
fotometria UV-Vis U, esta técnica aflade un valor sus-
tancial a microscopios 6pticos, ya que no lo limita a la
observacion, sino que también expande sus capacida-
des como un medidor de absorbancias o concentracio-
nes. Lo anterior permite a clinicas de salud tener una
doble funcionalidad en un solo instrumento y por
ende realizar analisis rapidos, confiables y al lado del
paciente, como lo dicta la tendencia POCT 2.,

En la presente investigacion se emplea un microsco-
pio invertido como un lector de absorbancia, esto se
logra afiadiendo al sistema un filtro de luz, una camara
digital CMOS para la captura de imagenes digitales
solidas y un analisis numérico de las mismas.

Sensor CMOS como
medidor de absorbancia

La absorbancia (A) es funcion del registro de intensi-
dades que son obtenidas por el detector, es decir, es
una comparacion entre la intensidad de referencia (Ir)
(intensidad medida en el detector sin muestra) y la
intensidad de la muestra (I). La absorbancia puede ser
calculada en funcion de dichos términos, aplicando la
conocida ley de Lambert Beer como sigue B:

AZIOg]()[,/] (€))

Por ser una comparacion, la sensibilidad del detector
es importante en los limites inferiores y superiores de
medicion admisibles del detector, por ejemplo, si el

detector es capaz de medir absorbancias del orden de
5, significa que este puede medir intensidades muy
bajas del orden de 0.001% de la intensidad de referen-
cia, lo anterior permite medir concentraciones muy
altas de un soluto. Por el contrario, absorbancias del
orden de 0.001 significa que el detector debe ser capaz
de medir intensidades altas del orden de 99.77 % de la
intensidad de referencia, por lo tanto, puede medir
concentraciones muy bajas de un soluto 1/,

Habitualmente en espectrofotometria se emplean
fotomultiplicadores como detectores, los cuales gene-
ran una corriente que es proporcional a la intensidad
incidente, por lo tanto, el calculo de la absorbancia se
realiza empleando la Ecuacion (1), pero en términos de
intensidad de corriente.

Sin embargo, en la actualidad las camaras digitales
CMOS han empezado a remplazar este tipo de detecto-
res ya que pueden ser empleadas como discriminado-
res de niveles de luz, es decir como sensores de lumi-
nancia. Para este caso, la luminancia es calculada a
partir de la siguiente ecuacion:

L=f’N/kts )

Doénde: L es la luminancia en candela/metro 2, N es el
valor del pixel en la imagen digital en formato 8 o0 16
bits, t es la velocidad de obturacion (cuadros por
segundos), f es el nimero de apertura, S es la sensibili-
dad del detector ISO, y k es una constante de calibra-
cion obtenida a partir de luminancias estandares .

Debido a que la absorbancia es obtenida por una divi-
sion, esta resulta ser la misma en términos de lumi-
nancia, valor de pixel en 8 bits o 16 bits. Lo anterior se
confirma en la Tabla 1, donde se muestra un valor de I
e Ir y su calculo de absorbancia en términos de las tres
magnitudes. Debido a que es posible estimar la absor-
bancia en niveles de gris, en esta investigacion usamos
el formato de valor de pixel de 8 bits para su calculo.
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TABLA 1. Calculo de absorbancia, empleado la luminancia
y dos formatos del valor del pixel.

Pixel 8 Pixel 16 Luminancia \
1 235 60395 148208.589
I 255 65635 160822.0859
A 0.036 0.036 0.036

Por otro lado, el rango de medicion inferior de absor-
bancia de una CMOS, puede estar limitado por la
corriente de oscuridad, la cual es debida a electrones
generados térmicamente en total oscuridad, por
ejemplo, la CMOS empleada en esta investigacion,
tiene un ruido promedio de oscuridad de 2+1pixel en
niveles de gris, lo cual equivale a una medicion de
absorbancia de 1.4065, considerando una intensidad
de referencia de 255. El limite superior de medicion
de absorbancia, esta limitado por la diferenciacion
entre niveles de gris a intensidades altas, para este
experimento se observaron diferencia significativa
entre niveles de gris hasta 251+1 pixel, lo cual equi-
vale a una absorbancia de 0.0068. Por lo anterior el
rango de medicion de absorbancia de la CMOS es de
2.0986 a 0.0068.

METODOLOGIA

Sistema optico

Parala generacion de las imagenes solidas de solutos,
se emple6 un microscopio invertido marca Olympus
modelo CKX415, (ver Figura 1a), trabajando en campo
claro, la descripcion del funcionamiento del MLA
(microscopio medidor de absorbancia) se describe a
continuacion: La luz incoherente proveniente de la
fuente de tungsteno es filtrada a luz cuasi cromatica
por medio de un filtro pasa banda modelo FB510-
10-@1 (marca thorlabs ), cuya longitud de onda cen-
tral es de CWL=510 + 2 nm, y un ancho medio de
FWHM = 10 + 2 nm, este filtro es insertado en el con-
trol deslizante modelo IX2-SLP en la pocién reservada
parailuminacién en campo claro, las otras dos posicio-

nes empleadas para iluminacion en contraste de fase
no son empleadas en el experimento, lo anterior se
muestra en la Figura 1b.

-
. l—s—" —<——Fuente

Camara ——>

Ajuste de
intensidad

R
Objetivo

Enfoque eje z

b)

FIGURA 1.) Sistema optico empleado para la captura de
imagenes solidas de reacciones enzimaticas y b) filtroy
control dezlizante para iluminacion cuasi cromatica.

Posteriormente la luz cuasi cromatica es dirigida a
una placa de ELISA de 96 posos por medio de un con-
densador que genera iluminacion tipo Kohler, cada
poso puede ser seleccionado por el usuario por la pla-
tina x,y del microscopio. La intensidad e imagen de
cada poso es colectada por medio del objetivo de 60x
(N.A=0.85), de la marca edmundoptics y dirigida a una
camara digital CMOS Infinity 1 de 2.0 megapixeles de
la marca lumera, con tamano de pixel de 4.2umx4.2um
y una resolucion de imagen de 1600x1200 pixeles 7,
La intensidad promedio y la absorbancia para cada
poso de la imagen digital es calculada por medio de un
programa el cual es descrito en la siguiente seccion.
Cabe mencionar que el experimento es llevado a cabo
en un cuarto oscuro, con el fin de evitar la luz parasita.

Imagen solida
La imagen s6lida de una reacciéon enzimatica, en esta
investigacion, se refiere a la imagen digital obtenida
por un microscopio conectado una camara digital, en
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este caso no es el interés la estructura presente en la
imagen digital, sino el valor promedio de los pixeles en
la imagen de luminancia ©!, el cual es empleado en el
calculo de la absorbancia. El procedimiento para obte-
ner este valor es el siguiente: Se captura una imagen
solida con una camara digital CMOS, esta imagen es
descompuesta en sus componentes RGB, las cuales son
empleadas para obtener una imagen de luminancia
relativa de acuerdo a la norma CIE XYZ ' posterior-
mente se calcula la intensidad promedio Im de todos
sus pixeles, aproximando al valor mas proximo. Este
valor es empleado para calcular la absorbancia corres-
pondiente a la imagen sélida empleando la Ecuacion
(1) y considerando Ir=251. Este procedimiento se mues-
tra en la Figura 2.

Componentes RGB

A Imgd
E> Ift> promedio I,

Imagen solida

Imégenesde
luminancia
FIGURA 2. Procedimiento de conversion

de imagen sdlida a valor de absorbancia.

Un ejemplo de una secuencia de imagenes solidas de
violeta de genciana para concentraciones en aumento,
son presentadas en la Figura 3, en cada caso se obtie-
nen el promedio de intensidad de los pixeles en la ima-
gen de luminancia, y como se puede observar esta
disminuye conforme aumenta la concentracion del
colorante, mientras que la absorbancia aumenta pro-
gresivamente. En estas imagenes solidas no existe
alguna estructura, ya que la intensidad promedio y el
valor de absorbancia es la de interés.

C=1.5,1,=91, A=0.4

FIGURA 3. Secuencia de imagenes solidas de

colorante violeta de genciana para concentraciones
de 1.5a4.5 mg/dL. Para cadaimagen
C=concentracién mg/dL, Im=Intensidad promedio
de pixeles en laimagen, A=Absorbancia.

Programa para el calculo
de Absorbancia y concentracion

Se implement6 un programa que realiza mediciones
de absorbancia y concentracion a partir de imagenes
solidas de solutos, este programa se realizo en el sof-
tware Labview 2015 y utilizando el toolkit vision [,
este ultimo permite la activacion y captura de la
camara CMOS, ademas de contar con funciones espe-
cializadas en el procesamiento de imagenes.

El programa cuenta dos opciones, medicién de absor-
bancia (A) y mediciéon de concentracion (C), que el
usuario puede elegir de acuerdo a sus necesidades (ver
Figura 4). Para el caso de medicion de absorbancia, el
programa solicita al usuario introducir el nitmero de
lecturas (1) a realizar, posteriormente el usuario ubica
el primer poso a leer en la placa de Elisa utilizando la
platina x, y (2) del microscopio; a continuacion el pro-
grama activa la camara CMOS y captura una imagen
(3) de tamafno 1600x1200 pixeles. Las imagenes RGB
de la imagen captura son extraidas y empleadas para
obtener una imagen de luminancia (4) de la cual se
obtiene la intensidad promedio I_ (5) de todos sus
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pixeles, redondeado al valor mas proximo. Este valor
es empleado para calcular la absorbancia correspon-
diente a la imagen s6lida en turno (Ecuacion (1) y con-
siderando Ir=251). El proceso de conversion de imagen
solida a medicion de absorbancia, es mostrado en la
Figura 2. Posteriormente el programa retorna al paso 2
y el usuario ubica un nuevo poso a leer. Finalmente,
las n mediciones de absorbancia son almacenadas en
un vector (6) que contiene las relaciones de concentra-
cion conocidas y sus mediciones de absorbancia.

Para la opcion de la mediciéon de concentracion el
vector que contiene las relaciones de concentracion y
absorbancia es utilizado para obtener una recta de
calibracion (7) por medio de una regresion lineal, esta
recta es del tipo:

A=mc+b—c=A-b/m (2

Doénde: A es la absorbancia, m es la pendiente de la
recta, c es la concentracion, y b es la interseccion con el
eje de la absorbancia. Por ultimo, el programa estima
concentracion (8) a partir del despeje de la recta de
calibraciéon en términos de la concentracion (ver
Ecuacion (3)). El diagrama de flujo del programa es
mostrado en la Figura 4.

Medicién de
absorbancia

Medicion de
concentracién

#delecturas (1)

Ubicacién x,y (2)

| !

(vt )

Imagen solida RGB a
luminancia (4)

Intensidad
promedioy
absorbancia (5|

FIGURA 4.Pasos que realiza el programa
para obtener mediciones de absorbanciay
concentracion de reacciones enzimaticas.

RESULTADOS

Colorante de utilidad clinica

Con el Ginico fin de analizar el desempefio del MLA, se
realizd6 comparacion cuantitativa de mediciones de
absorbancia entre un lector de elisa modelo H Reader 1
y el sistema propuesto. Para lo anterior, se emplearon
diferentes concentraciones de un colorante de utilidad
clinica como lo es el violeta de genciana (C,,H,,N,Cl al
1 % en agua destilada), el cual usualmente se emplea
para la realizacion de curvas de calibracion en deter-
minacion de metabolitos en sangre. Se preparé una
solucion stock de violeta de genciana a una concentra-
cion de 100mg/dL, y se obtuvieron disoluciones en
agua destilada de 1.5 a 6.5 con variacion de 1mg/dL (C
en la columna uno de la Tabla 2). Las mediciones de
absorbancia para los dos lectores son mostradas en la
siguiente tabla.

TABLA 2. Tabla comparativa de mediciones
absorbancia y concentraciéon en ELISA y MLA, para
diferentes concentraciones de violeta de genciana.

C Abs-E Abs-MLA C-MLA E-C ‘
1.5 0.439 0.441-(91) 1.506 0.006
2.5 0.708 0.709-(49) 2.383 0.117
35 1.06 1.057-(22) 3518 0.018
45 1.371 1.400-(10) 4.636 0.136
55 1.682 1.701-(5) 5618 0.118
6.5 1.972 1.923-(3) 6.342 0.158

Se puede observar en la Tabla 2 que las mediciones de
abs-E y abs-MLA (mediciones de absorbancia del lector
de ELISA y el sistema propuesto respectivamente) son
muy cercanas unas a otras, por lo tanto, podemos
intuir que el sistema MLA es comparable con lectores
de absorbancia comerciales.

Por otro lado, con el fin de cuantificar la exactitud en
la medicion de concentraciones por parte del MLA, se
obtuvo la recta de calibracién del sistema aplicando
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una regresion lineal a los datos de concentracion y
Abs-MLA obteniendo un R2 =0.9959. Dicha ecuacién
lineal es despejada con respecto a la concentracion
para su correspondiente calculo, como se muestra en
la siguiente ecuacion:

C-MLA= A+0.0207/0.3064 (@)

Do6nde: C-MLA es la concentracion estimada en mg/
dL, A es la absorbancia, 0.0207 es la interseccion en el
eje de la absorbancia y 0.3064 pendiente de la recta de
calibracion. Asi mismo el error en la medicion en la
concentracion (E-C) es mostrado en la cuarta columna
de la tabla dos, el cual es calculado a partir del valor
absoluto de la diferencia de la concentracion experi-
mental con la concentracion calculada con la ecuacion
cuatro, en esta columna se observa que el error
aumenta conforme aumenta la concentracion, esto
puede deberse a que la diferencia entre intensidad de
niveles de gris de imagenes digitales de soluciones, a
concentraciones altas es muy pequefia. Por ejemplo,
para concentraciones de 5.5 y 6.5mg/dL la variacion de
intensidad es tan solo de dos en una escala de grises.
Lo anterior también se puede verificar observando la
Figura 5, ya que ambas graficas se separan mas a con-
centraciones altas.

Recta de calibracion de glucosa

Fue realizada una recta de calibracion con el reac-
tivo liquido para la determinacion fotométrica de
glucosa en suero o plasma del Grupo Mexlab "1, con
el objetivo de cuantificar el desempeifio del MLA com-
parado con un lector de ELISA empleado en la inves-
tigacion. La recta de calibracion del sistema aplicando
una regresion lineal a los datos de concentracion y
Abs-MLA fue obtenida con un R2 =0.9991. Dicha
recta de calibracion es despejada con respecto a la
concentracion para su calculo, como se muestra en la
siguiente ecuacion:

C=A-0.0166/0.0085 (5)

—ELISA —MLA

Absorbancia
=3 = [=%
R T

e
B
L

e
b

25 3.5 45 5.5 6.5
Concentracion (mg/dl)

b
«

FIGURA 5. Grafica comparativa de mediciones
de absorbancia de abs-E y abs-MLA.

Donde: C-MLA es la concentracion estimada por el
sistema propuesto en mg/dL, A es la absorbancia,
0.0207 es la interseccion en el eje de la absorbancia y
0.3064 pendiente de la recta de calibracion. En la tabla
tres se muestran las mediciones de absorbancia de
ambos lectores (Abs-E y Abs-MLA), columna dos y tres,
mientras que en la cuarta y quinta columna son mos-
trados las concentraciones estimadas con la Ecuacion
cinco (C-MLA) y su error respectivamente (E-C).

TABLA 3. Mediciones absorbancia y concentracion
en elisay MLA, para diferentes concentraciones del
reactivo liquido para la determinacién fotométrica
de glucosa en suero.

C Abs-E Abs-MLA  C-MLA E-C
75 0.669 0.651-(56) 74.635 0.365
100 0.894 0.868-(34) 100.164 0.164
125 1119 1.077-(21) 124.752 0.248
150 1.344 1.286-(13) 149.341 0.659
175 1.569 1.497-(8) 174.164 0.836
200 1.794 1.701-(5) 198.164 1.836

La comparacion de las rectas de calibracién para los
dos sistemas se muestra en la Figura 6, donde se puede
notar que a concentraciones altas ambas se empiezan
a separar, posiblemente porque la camara digital CMOS
tiene menos sensibilidad a concentraciones altas.
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FIGURA 6. Grafica comparativa de mediciones
de absorbancia de Abs-E y Abs-MLA, para el caso
del reactivo liquido para la determinacion
fotométrica de glucosa en suero.

Utilidad clinica del MLA
Uno de los objetivos principales de esta investigacion,
es el empleo del MLA como una alternativa a lectores
de absorbancia convencionales, para analisis clinicos,
en este caso el sistema tiene una doble funcionalidad,
ya que puede servir como microscopio o cuantificador
de concentraciones.

Por lo anterior se realizé la determinacion de glucosa
en muestras problemas de pacientes voluntarios de la
Universidad de la Cafiada, otorgandose al individuo
una copia del consentimiento informado para el ase-
guramiento de su participacion en esta investigacion.

Se formaron dos grupos de tres pacientes, el primer
grupo son individuos clinicamente sanos y el otro
grupo fueron diagnosticados previamente como hipo-
glucémicos. A estos grupos se les extrajo 5 mL de
plasma sanguineo sin coagulante, después de dejar
coagular la muestra, se continuo a centrifugar las
muestras a 3500 rpm durante 5 minutos, para la obten-
cion de suero sanguineo. Una vez obtenidas la mues-
tras, se realizo la reaccion enzimatica de Trinder God-
Pod "'y finalmente las mediciones de concentraciones
fueron estimadas empleando el analizador de quimica
sanguinea semiautomatizado (AQSA), modelo Easykem
plus y el MLA, para este tiltimo caso, la concentracion

fue estimada a partir de la ecuacién cinco correspon-
diente a la recta de calibracion glucosa. Los resultados
de ambos equipos son comparados en la Tabla 4.

TABLA 4. Tabla comparativa de mediciones absorbancia
y concentraciéon en AQSA y MLA, para seis pacientes.

PC C-AQSA  Abs-MLA  C-MLA E-C
1 398.56
2 282.199
3 145.812 1.254(14) 145.576 0.236
4 92.408 0.798(40) 91.929 0.479
5 73.953 0.651(56) 74.635 0.682
6 62.435 0.548(71) 62.517 0.082

PC: Numero de paciente. C-AQSA: Medicion de concentracion con AQSA
en mg/dL. Abs-MLA y C-MLA: Lecturas de absorbancia y concentracion del
sistema propuesto respectivamente. E-C: Error en concentracion, calculado a
partir de C-AQSA menos C-MLA.

Como puede observarse en la tabla cuatro, los
pacientes uno y dos presentaron rangos de medicion
de absorbancia fuera del rango, permitido por el
MLA, mientras que los otros cuatro pacientes estan
dentro del rango de medicién, también puede obser-
varse que los errores de medicion no fueron mayores
a 1mg/dL.

DISCUSION

De acuerdo a las mediciones obtenidas con lectores de
absorbancia comerciales, estas son semejantes a las
mediciones obtenidas con el MLA, arrojando un error
no mayor a 1mg/dL para los casos de los resultados del
colorante, glucosa y muestras problemas de pacientes
voluntarios (ver Tabla 2, Tabla 3, y Tabla 4). Para estos
casos las rectas de calibracion presentaron un R2 alto
y una pendiente baja, lo cual indica que el sistema pro-
puesto presenta una buena exactitud y precision en
mediciones arbitrarias (ver Figura 5 y Figura 6). Sin
embargo, el limite de deteccion esta acotado, debido a
la sensibilidad de la CMOS que se empled, ya que, a
concentraciones altas, la intensidad de luz que llega al
detector es muy poca y esta puede ser confundida con
el ruido térmico generado por la CMOS, (ver Tabla 2).
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Por otro lado, para intensidades altas (concentraciones
bajas) la sensibilidad del sistema se reduce ya que los
cambios de nivel de gris en la imagen solida son insig-
nificantes (ver Figura 6). Sin embargo, empleando un
rango de medicion de absorbancia de 0.4 a 0.9, el sis-
tema propuesto presenta una alta linealidad. Si se
desea aumentar el rango de medicion, el sistema debe
de sufrir dos modificaciones, la primera consistiria en
tener una camara digital con un ruido térmico mas
bajo y la segunda consistiria en aumentar la intensidad
de la fuente de iluminacion, en ambos casos, una recta
de calibracion debe ser obtenida para una correcta
medicion en el MLA.

Por otro lado, la conjuncion de la recta de calibracién
con el algoritmo, es de suma importancia, ya que este
altimo calcula las concentraciones a partir de la recta
de calibracion es decir a partir de la pendiente y la
interseccion en el eje de absorbancia, por lo que un
calculo no adecuado de estos, arrojaria resultados
erréneos (ver Ecuaciones 3, 4 y 5). Teniendo en cuenta

lo anterior el sistema resulta ser una alternativa viable
para la estimacion de absorbancia, y proporciona a los
microscopios 6pticos una doble funcionalidad.

CONCLUSIONES

La adaptacién de un filtro de luz, una CCD y un algo-
ritmo computacional, a un microscopio 6ptico, aumen-
tan sus cualidades como instrumento de medicion, en
este caso como medidor de absorbancia, para estimar
concentraciones desconocidas. Lo anterior brinda la
posibilidad de realizar mediciones cerca del punto de
atencion del paciente, ya que los microscopios opticos
son de uso comun en clinicas de salud. A su vez el sis-
tema brinda la posibilidad de la reduccion de reactivos
al poder calcular absorbancias de areas microscépicas,
por otro lado, en trabajos futuros, esta propuesta se
pretende seguir validando, de acuerdo a normas esta-
blecidas, patrones de referencia y miltiples ensayos,
con el objetivo de determinar los criterios de validez
del método, asi como la exactitud del método, preci-
sion, linealidad, entre otros.
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ABSTRACT

Coding sequences are widely studied for their relevance in protein synthesis. However, higher organism genomes,
such as human genomes, has a small amount of them, and a larger proportion of non-coding sequences. ENCODE and
Epigenomic Roadmap projects discovered that regulatory functions are carried out in the non-coding regions of the
human genome. These regulatory functions are part of the regulatory machinery that yields different gene expres-
sion profiles, thus, different cell lines. Whereas different environmental elements, i. e. histone modifications, DNA
methylation, and other epigenomic phenomena, determine the regulatory function of genome part, the sequences’
composition where these functions take place could also influence regulatory machinery. In this work, we explore
the non-coding regulatory sequences and lexica build with subsequences between 3 and 16 nucleotides to evaluate
the difference between the sequence composition of the regulatory regions in the cell lines. Our results show that
the lexica corresponding to the regulatory regions are different based on their complexity/degeneracy, moreover, the
lexica of regulatory regions in different cell lines are also different. These features suggest that non-coding sequences
are an active element of the regulatory machinery and the histone code that are involved in cell differentiation.

KEYWORDS: Lexicon Complexity; Regulatory Regions; Code Biology
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RESUMEN

Las secuencias codificantes han sido ampliamente estudiadas por su relevancia en la sintesis de proteinas. Sin em-
bargo, los genomas de organismos complejos, como el humano, tiene una porcién menor de estas secuencias y una
mayor proporcion de secuencias no codificantes. Los proyectos del ENCODE y Epigenomic Roadmap describieron
que las funciones reguladoras se llevan acabo en las regiones no codificantes del genoma humano. Estas funciones
reguladoras son parte de la maquinaria reguladora que produce diferentes perfiles de expresion genética, por tanto,
diferentes lineas celulares. Mientras diferentes elementos del entorno, como las modificaciones en las histonas,
metilacion del ADN y otros fenémenos epigenéticos, determinan la funcién reguladora que tienen una porciéon del
genoma, la composicion de la secuencia donde estas funciones son llevadas a cabo también podrian influir en la
maquinaria reguladora. En este trabajo, se exploraron las secuencias de las regiones no codificantes y los léxicos
generados con las subsecuencias entre 3 y 16 nucleétidos, para evaluar las diferencias entre la composicion de las
secuencias de las regiones reguladoras en las lineas celulares. Los resultados muestran que los 1éxicos correspon-
dientes a las regiones reguladoras son diferentes con base en su complejidad/degeneracion, asi mismo, los léxicos
de las regiones reguladoras en distintas lineas celulares son también distintos. Estos detalles sugieren que las se-
cuencias no codificantes son elemento activo de la maquinaria reguladora y del codigo histonico que participan en
la diferenciacion celular.
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INTRODUCTION

DNA sequences are carriers of hereditary material in
all living organisms . The hereditary information in
DNA is stored as a code made up of four chemical
bases, adenine (A), guanine (G), cytosine (C), and thy-
mine (T), written in triletter words (codons) without
delimiters that are decoded after copying into a com-
plementary RNA (transcription) into a matching pro-
tein sequence in a process called translation. In the
2000s, the Human Genome Project estimated that
only approximately 2% of human genome consists of
coding sequences and the remaining large part of the
DNA (non-coding regions) does not serve as a template
for protein sequences 2.

However, ENCODE and Epigenomic Roadmap consor-
tiums evidenced that there are regulatory functions in
the apparently non-functional sequence of the human
genome 34, Both consortiums located the regulatory
regions in 127 cell lines based on epigenomic profiles
451 and thus, they implemented an experimental
whole-genome validation of the histone code.

The histone code is a set of rules that maps the his-
tone modifications to chromatin packaging events and
leads to regulatory functions in gene expression ©-8],
Altogether, these events build a regulatory machinery
that depends on the environmental context, shows
diverse gene expression profiles and, hence, a diver-
sity of cell lines 101,

Elements of the previously mentioned context, that
possibly determine a cell line, are locations where the
chromatin packaging events happen -5,

A way for studying such phenomena is suggested
within an emergent discipline, Code Biology, which
considers life events, for instance, as maps between
organic signs and organic meanings "'%l; in this work
represented by genomic sequence and regulatory
function, respectively. The Code Biology approach

includes a methodology for identifying organic codes
consisting of three steps: (i) demonstrating the exis-
tence of two sets linked by an organic code; (ii) iden-
tifying the decoder of the organic code, called adaptor;
and (iii) validating an arbitrary nature of the organic
code (compare, for instance, Hofmeyr ),

In particular, in 2%, the histone code was examined
from this viewpoint: “we try to show how simple com-
binations of essential elements such as histone modifi-
cations can participate in sophisticated cellular features
such as the structure of the genome. Here code is iden-
tified, where an input system (histone modifications) is
translated into an output system (chromatin states) via
adaptors (epigenetic regulators or transcription factors).
Such a code has distinct importance in gene regulation
and consequently for the cellular phenotype”.

In this exploratory work, we implement genomic sig-
nal processing and natural language techniques to
explore the sequences of regulatory regions and evi-
dence that indeed these sequences play an important
role in the regulatory machinery.

METHODS
In this work, the regulatory regions of three types of
human cell lines are being explored to identify differ-
ences between the regulatory machineries in these
cell lines at the sequence level. A workflow of the
methodology in this work shown in Figure 1.

In order to perform this preliminary analysis, we
choose the cell lines: H1 cells, Primary T CD8+ naive
cells and Brain hippocampus middle, that represent
pluripotent cells, first culture, and differentiated cells.

We download the files of the three cells correspond-
ing to 14 regulatory regions (Table 1) proposed by the
Epigenomic Roadmap Map project from the database
of the mentioned project (http://www.roadmapepig-
enomics.org/data/, August 2018).
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FIGURE 1. Methodology workflow.

TABLE 1. Regulatory regions proposed by
the Epigenomic Roadmap Consortium .

Regulatory regions
Abbreviation Name
TssA Active TSS
TssAFInk Flanking active TSS
TxFInk Transc. at gene 5’and 3’
Tx Strong transcription
TxWk Weak transcription
EnhG Genic enhancers
Enh Enhancer
ZNF/Rpts ZNF genes + repeats
Het Heterochromatin
TssBiv Bivalent/poised TSS
BivFInk Flanking bivalent TSS/Enh
EnhBiv Bivalent enhancer
ReprPC Repressed Polycomb
ReprPCWk Weak repressed Polycomb

The downloaded files contain the location indices of
the regulatory region in the human genome. Based on
the indices, we extracted the corresponding sequences
and mapped them into a genomic signal by the Voss
method. In this work, we keep both representations of
the DNA, sequences and the genomic signals.

The Voss method is a tetradimensional graphic of the
DNA sequences that represent in each dimension a
nucleotide and value the presence x[n]=1 and absence
x[n]=0 of the respectively nucleotide. For example, the
genomic signal of the sequence “GTCAGTCGTAA” is:

A=[00010000011], C=[00100010000],
G=[10001001000], T=[01000100100].

Symbolic representation

We classify sequences into 14 groups, where each
group contains the sequences with one of the regula-
tory functions from Table 1. As asserted in the
Introduction, a DNA sequence can be symbolically
represented as a chain of four letters (A, T, C, and G). In
this representation, a word of length k or k-mer is an
arbitrary subsequence that contain k consecutive
nucleotides. It is easy to see that the number of words
in a sequence of length 1is equal to [-k+1. Hereinafter,
we will call these words the k-lexicon of the sequence.

According to this approach, we calculate the k-lexica
for each sequence for the k values from 3 to 16 nucleo-
tide towards to identify relevant lexica in the non-cod-
ing regulatory sequences. Then we calculate the rela-
tive frequency for each word in each of the k-lexica to
obtain the probability distribution of the lexicon and
order the frequencies in the descending order.

The obtained distribution is the so-called Zipf’s law
distribution (Figure 2). The Zipf’s law is a power law
that describes many types of data studied in the
physical and social sciences, among them the lan-
guage 1) and states, for instance, that the frequency
of any word is inversely proportional to its rank in the
frequency table. In the specific case of the language,
the Zipf’s law is a measure of the complexity/degener-
acy of the language and an expression of the least
effort principle of the vocabulary 22231, We will adopt
the equation of the Zipf’s law distribution in the fol-
lowing form:
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FIGURE 2. The Zipf's Law distribution of the first 200 words (except 3 nucleotides that has

a maximum of 64 words lexicon) in the n-lexicon from 3 nucleotides to 16 nucleotides.

A
gw) = )P (1)

where w is a word in the lexicon; r(w) the absolute
frequency of the word; A a constant; b the value of the
exponent characterizing the Zipf’s distribution. In this
work we call b the lexicon complexity, and mean the
higher the value of b the higher the complexity/degen-
eracy of the vocabulary ?4. After all, g(w) denotes the
relative frequency of the word w.

Thereafter, we linearize the Zipf’s distribution by
dividing each value with its respective inverse. The
result distribution is now a distribution with linear
behavior, which slope is the lexicon complexity. We do
alinear regression by the least square method to calcu-
late the lexicon complexity of each sequence for its
vocabularies from 3 nucleotides to 16 nucleotides.

Numerical representation
For each genomic signal, we calculate its periodo-
gram. A periodogram is a technique to obtain the fre-
quency spectrum of a signal, in this case, a genomic

signal. This technique enhances the spectrum and
fixes it to a certain length, that is important to this
work because of the variable lengths in the sequences
of this work. We fix all the periodogram to the length
of 500 values.

The equation to calculate the periodogram is given by
Eq. 2 where X[n] represents the periodogram of the
genomic signal, N the number of points, x[n] is the
genomic signal, in this work the Voss representation,
and f the frequency. An example of a periodogram is
shown in Figure 3.

X[n] = Z %[n] e~27/n 2

=0

=~

N-1
n

After all, we divide the periodogram into frequency
bands that correspond to periodicities in the genomic
signal, recalling that the inverse of the frequency is
the periodicity. We have then 14 intervals of frequen-
cies (Table 2) that correspond to the same values of
length, from k=3 to k=16, that we calculate for the lex-
icon complexity.
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FIGURE 3. An example of a periodogram of one genomic signal. Bands of frequencies

represent the pattern information of a length in the sequence correspondent to certain

nucleotides i.e. 0.33-049 frequencies represent the patterns of 3 nucleotides length.

TABLE 2. Intervals of frequency
and their corresponding periodicities.

Periodicity (nt) Interval of frequencies (Hz)
0.330 - 0.500
0.250 - 0.330
0.200 — 0.250
0.167 - 0.200
0.143 - 0.167
0.125-0.143
0.111-0.125
0.010-0.111
0.091 - 0.010
0.083 — 0.091
0.077 - 0.083
0.071 - 0.077
0.067 - 0.071
0.062 — 0.067
0.067 - 0.071
0.062 — 0.067

O|lo|([Q|([an|n|bh L] |—

—_
(=}

—_
—_

—_
N

—_
w

—_
»~

—_
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Then, we calculate the average energy of each inter-
val to evaluate the average potential capacity to encode
information in the evaluated pattern length 5!, adopt-
ing the following average energy equation

fu

1 ~
Be=q Z R[n] 3)

n=f,

where E, is the energy ascribed to the periodicity o
pattern length k; f, is the initial frequency of the inter-
val; f, the upper frequency of the interval; X[n] is the
periodogram of the genomic signal; and N, the number
of points in the periodogram corresponding to pattern
length k frequencies.

RESULTS AND DISCUSSION
The 14 regulatory regions used in this work corre-
spond to 1’009,178 sequences, distributed as follows:
363,513 from cell line H1 cells; 249,377 from cell line
Primary T CD8* naive cells; and 396,288 from cell line
to Brain hippocampus middle. The lengths of the
sequences vary from 200 to 2,000 nucleotides.

For each sequence, we calculate 14 average energy,
and, respectively, 14 lexicon complexity values corre-
sponding to the patterns of lengths between 3 and 16
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nucleotides. The average energy and the lexicon com-
plexity are indicators that point out to the potential
capacity, and respectively, information encoding qual-
ity/degeneracy in DNA sequences [26-30],

Figure 4 displays the potential capacity against qual-
ity dynamics for the regulatory sequences of the cell
line H1 cells and their k-lexicons with k=6. The histo-
grams of the energy (upper left, Figure 4) can be inter-
preted the way that the potential to encode information
at the length of 6 nucleotides tends to be similar in the
sequences of any regulatory region. The same behaviour
can be observed in the rest of the lengths (see figures
S1-S13) that likely indicates that there is no difference
in codifying information for any word length.

However, the lexicon complexity for k=6 (right, Figure
4) behaves in a different way for different regulatory
regions. The dotted lines represent the common value
of lexicon complexity in the sequences of the 14 regu-
latory regions. This feature suggests that there is a

difference, at least for this length, between the regula-
tory regions in the information encoding quality. Let
us note that biological information encoding quality in
DNA sequences could be interpreted as a degree of
degeneracy.

Degeneracy is a biological phenomenon that means
the ability of elements that are structurally dissimilar
to perform the same function or yield the same output
26,271 Tn this work, this notion represents the ability of
multiple sequences with a certain potential capacity
to codify a unique biological function, a regulatory
function.

The different degeneracy values in the regulatory
regions indicate that the diversity of the words in their
respective lexicons is different depending on the
region, and meaning, as well as the numbers of words
(signs) that encode such regulatory function (signifi-
cant). As for their codes, i. e. the relationships between
corresponding sets of signs and significant, they may
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FIGURE 5. Distribution of the lexicon complexity for the regulatory regions Flanking active TSS,

Enhancer, Heterochromatin, Bivalent enhancer and Repressed Polycomb in the cell lines H1 cells,

Brain hippocampus middle, and Primary T CD8+ naive cells. The bold line represents the mean value

of the lexicon complexity of the sequence in the respective cell line for each regulatory region,

while the shadow areas represent the standard deviation of the lexicon complexities values.

be different, too. Nevertheless, in this work we don’t
explore the specific words for each of the single regu-
latory function lexicons, and, thus we describe the
code of each regulatory region as a whole.

The similar behavior, i. e. different degeneracy values
in different regulatory regions, can be observed for
k=4, 5, and 7 nucleotides, meanwhile, for the other
lengths, the degree of degeneracy tends to be similar
for all the regulatory regions. This interesting fact can
be explained in the following way: a small word length
(1, 2, and 3 nucleotides) enables a brief lexicon and the
number of regulatory regions coded would be corre-
spondingly small, while a bigger word length (above 7),
leads to a wider vocabulary, and, thus, to an enormous
amount of energy needed to maintain the code. On the
one hand, it contradicts the less effort principle of

nature; on the other hand, a very specific code obtained
with the number of signs approximately equal to the
number of significances would be easier to “hack”
what is a risk for the robustness of an organism.

Although the evidence of different degrees of degen-
eracy refers to the feasibility of a code for the regula-
tory sequences, it does not yet indicate that the
sequence itself plays a role in the context of the regu-
latory machinery that determines the cell lines.

In order to explore the influence of the sequence’s
composition, we are comparing lexicon complexities
of the five regulatory regions (Flanking active TSS,
Enhancer, Heterochromatin, Bivalent enhancer, and
Repressed Polycomb) that the Epigenomic Roadmap
uses to propose the lineage of the cell lines.
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FIGURE 6. Percentage of words covered by the lexicons between 2 and 4 lengths by regulatory regions.

Figure 5 shows value distributions from 3 to 8 lexicon
complexities for the three cell lines used in this work.
These results present differences between the degree
of degeneracy of the regulatory regions of the different
cell lines. This is an interesting finding hinting that
the sequences could act to establish the regulatory
machinery that determines a cell line.

Moreover, another notable result is the decreasing
deviation of the lexicon complexity when the length of
the studied words increases. As stated earlier, a larger
length of words enables producing very specific words,
meanings, leading to a specialized lexicon. In this con-
text, it is natural thinking that two sequences have to
be similar in their biological functionality when shar-
ing a highly specific word.

However, it may be a coincidence and the vocabulary
may still not be sufficiently robust for encoding a bio-
logical function. Otherwise, in the case of a shorter
word length, the generated vocabulary would be nar-
row and the set of shared words between sequences
may contain the whole vocabulary (Figure 6).

This likely leads to an ambiguous code and a highly
probable regulatory function. At the same time, lexi-
cons with medium words lengths (4 to 6 nucleotides)
provide enough word diversity/degeneracy degree
relationship to support a robust code that may encode
the regulatory function sequences and determine a
cell line.

CONCLUSION
The role that non-coding regions plays in DNA
sequences is fuzzy due to the diversity and apparent
randomness of the sequences. This leads to the notion
that these regions are a quiescent part of the genome.
However, consortiums as ENCODE, and Epigenomic
Roadmap have identified genome regulatory func-
tions in the environment of this part. At the same
time, these consortiums do not explore the role of
sequences’ composition in the determination of the
corresponding regulatory function.

Our results show important differences between the
lexica of sequences of regulatory regions. While the
potential capacity to encode the biological function is
similar for any word length, the suitable range of word
lengths is between 4 and 7 nucleotides in order of pro-
viding sufficient diversity to support the robustness of
a code. This is feasible since the degree of degeneracy
in these lexica is high enough for the code not to be
ambiguous or highly specialized, i. e. the code is robust
enough and, hence, not easy to “hack”. Furthermore, a
broader study could identify the specific words, syn-
tax, and the code that establishes the regulatory func-
tion in a sequence, and consequently, determines the
cell line to be developed, i. a. taking into account the
aspect of the noise immunity of the code 34,
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FIGURE s1. Energy against the 3-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s2. Energy against the 4-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s3. Energy against the 5-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s4. Energy against the 7-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s5. Energy against the 8-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE 6. Energy against the 9-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy (upper)
and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most
common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s7. Energy against the 10-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s8. Energy against the 11-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE 9. Energy against the 12-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14

regulatory regions of c

ell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy

(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE 510. Energy against the 13-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE s11. Energy against the 14-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE 512. Energy against the 15-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.
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FIGURE 513. Energy against the 16-lexicon complexity (lower left) of the DNA sequences for the 14
regulatory regions of cell line H1 cells. The histograms correspond to the distribution of the energy
(upper) and the distribution of the lexicon complexity (right). The dotted lines represent the most

common value of the respective regulatory region.



