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Resumen

El comportamiento de una molécula de ARN depende directamente de sus
estructuras secundarias y terciarias. Sin embargo, se ha demostrado que la prediccién
de estructuras secundarias con pseudonudos arbitrarios es un problema NP-
completo. En esta tesis se presenta el problema de la prediccion de estructuras
secundarias de ARN a través del estudio de tres algoritmos basados en la
técnica de programacion dindmica. Los algoritmos de Nussinov y Zuker predicen
estructuras secundarias sin pseudonudos, mientras que el algoritmo de Akutsu lo
hace con pseudonudos simples. También presentamos una metaheuristica que utiliza
un algoritmo genético para producir subestructuras cuasi-Optimas que a su vez
permiten la prediccion de estructuras secundarias con pseudonudos simples. También
presentamos un anélisis experimental de los cuatro algoritmos implementados
utilizando instancias publicas de estructuras de ARN provistas por las bases de

datos RNA STRAND y PseudoBase ++.

Finalmente, se presenta un prototipo de sistema con el cual se puede obtener
la estructura secundaria para una secuencia de ARN provista por el usuario. El
prototipo cuanta con la implementacion de los cuatro algoritmos estudiados en la

presente tesis:

(Palabras clave: Estructura Secundaria de ARN, Minima Energia Libre,

Pseudonudo, Programacién Dindmica, Algoritmo Genético).



Summary

The behaviour of an RNA molecule is directly linked to its secondary and tertiary
structures. However, it has been proved that the secondary structure prediction
problem with arbitrary pseudoknots is an NP-complete problem. In ‘this theses,
we present the RNA secondary structure prediction problem through the study of
three algorithms based on the dynamic programming technique. The Nussinov and
Zuker algorithms predict secondary structures without pseudoknots, whereas Akutsu
algorithm does it with simple pseudoknots. We also present a metaheuristic that
uses a genetic algorithm to produce quasi-optimal substructures which in turn allow
the prediction of secondary structures with simple pseudoknots. We also present
an experimental analysis of the four algorithms using public instances of RNA

structures provided by RNA STRAND and PseudoBase 4+ databases.

Finally, a prototype system is presented in which the secondary structure for
an RNA sequence provided by the user can be obtained. The prototype has the

implementation of the four algorithms studied in this thesis.

(Keywords: RNA Secondary Structure, Minimum Free Energy, Pseudoknot,

Dynamic Programming, Genetic Algorithm)
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CAPITULO 1
Introduccion

Sdlo podemos ver poco del futuro, pero lo suficiente para darnos cuenta

de que hay mucho que hacer.
—ALAN MATHISON TURING (1912=.1954)

1.1. Justificacidon

Debido a que la funcionalidad de una molécula de ARN depende en gran
medida de sus estructuras secundarias y terciarias, es importante su estudio y
caracterizacion (Fatmi, Bekri, y Benhlima, 2018). La caracterizacion y modelacion
de la estructura terciaria representa un.mayor desafio cientifico y tecnoldgico
que la estructura secundaria. Por ello; los esfuerzos se han enfocado en gran
medida en la prediccion de estructuras secundarias, ya que es experimentalmente
accesible y contiene informacion para determinar la relacién entre estructura y

funcionalidad (Churkin, Weinbrand, y Barash, 2015).

Existen dos técnicas de prediccion de estructuras secundarias, las que se
obtienen mediante experimentacion y modelacion computacional. Las técnicas de
experimentaciéon mas utilizadas para determinar las estructuras de ARN son: Rayos
X, Cristalografia y la Resonancia Magnética Nuclear (Fatmi et al., 2018) (Zhao, Ni,
y ‘Wang, 2009).

A través de la modelacion computacional es posible reducir el tiempo y costo
de la prediccion de estructuras secundarias para una molécula (Fatmi et al., 2018).
Sin embargo, no se esté exento de ciertas limitantes. Por ejemplo, en la prediccion
de estructuras con pseudonudos se incrementa la complejidad tanto del tiempo y del
espacio computacional requerido para realizar la tarea. Es sabido que la prediccion de
estructuras con pseudonudos es un problema NP-Completo (Osman, Abdullah, y

AbdulRashid, 2010) (Liu, Zhu, Cui, y Liu, 2013), de ahi la importancia de algoritmos



basados en heuristicas que nos permitan resolver el problema de manera 6ptima en

tiempo no mayor a O(n?), donde n representa la longitud de la secuencia de ARN.

1.2. Hipobtesis

La implementaciéon de un modelo basado en técnicas de programacion
avanzada y algoritmos genéticos permite que la prediccion de estructuras secundarias

de ARN se realice de manera eficiente en tiempo polinomial.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Disenar e implementar un modelo computacional para la prediccion de
estructuras secundarias de secuencias de ARN;, mediante técnicas de optimizacion,
con la finalidad de obtener la estructura que presente la mayor estabilidad en

términos de energia libre entre sus enlaces moleculares.

Si bien existen factores estructurales tanto quimicos como fisicos que pueden
ser incluidos dentro del modelo de prediccion de estructuras, en este trabajo nos
centraremos Unicamente en los factores termodinamicos de energia libre incluidos
en el Modelo Termodinédmico del Vecino Mas Cercano , que sirven como criterio de

optimizacién para los algoritmos implementados.

1.3.2. Objetivos Especificos

= Modelar la energia libre entre moléculas usando técnicas de programacion
dinadmica.

» Construir los pseudonudos y subestructuras durante el proceso de plegamiento
de las secuencias usando heuristicas eficientes.

= Evaluar experimentalmente y determinar 6rdenes de complejidad en tiempo
de las técnicas empleadas.

= Validar el modelo biocomputacional empleando datos de bases de datos reales.



1.4. Marco Teoérico

1.4.1. ARN

El 4cido ribonucleico (ARN) es una molécula que consiste en una cadena de
nucledtidos con una estructura similar a la del acido desoxirribonucleico (ADN).
Las principales diferencias del ARN con respecto al ADN es que el ARN consiste
en una hélice sencilla, mientras que el ADN estd formado por una.doble hélice.
Adicionalmente, la base nitrogenada Timina (T) en el ADN es sustituida por el
Uracilo (U) en el ARN, mientras que las bases de la Adenina (A), Citosina (C) y
Guanina (G) se conservan (Figura 1.1). En comparacion con el ADN, las moléculas
del ARN son menos estables y exhiben una mayor-variabilidad en su estructura
tridimensional (Polanski y Kimmel, 2007). E1. ARN adquiere una gran relevancia,
ya que esté involucrado en varios procesos biolégicos, que incluyen: la codificacion y
decodificacion de informacion genética, regulacion de la expresion génica, deteccion
y comunicaciéon de respuestas a senales celulares y catalizacion de las reacciones

biolégicas (Punetha et al., 2018).

H\N/H (H)
H
(‘j / N /C\ /H
—Z /N // C
N \ H—c¢ | \
‘ H /CiH N\ /C\ PN /H
H/C* CO—N N N N
N | |
H H
Adenina Guanina
H H
N i
N N C
I | | |
H \N/C\O O//C\N/C%O
H H
Citosina Uracilo

Figura 1.1: Estructura quimica de los ribonucleétidos base que componen el ARN.



A la serie de nucledtidos a lo largo de una molécula de ARN se le conoce como
estructura primaria (Figura 1.2). La serie de nucleotidos o secuencia de ARN tiene

una direccién, con los extremos etiquetados como 5'y 3'.

r: 5 ... GUGACUGGAGUUCAGACGUGUGCUC ... 3'

Figura 1.2: Estructura primaria de una secuencia de ARN.

Computacionalmente, denotamos a la estructura primaria de una secuencia
de ARN como un string o cadena producida por el lenguaje del alfabeto Y,y =

{A,C,G,U}. En la Definicion 1.1, se enuncia formalmente este concepto.

Definicion 1.1 (Secuencia de ARN). Sea r = ry...7, una cadena y Y oy =
{A,C,G,U} el conjunto que representa el alfabeto-de-los nucledtidos que conforman

el ARN. Sir es una cadena conforme al alfabeto ), py, entonces, r es una secuencia

de ARN.

1.4.2. Estructura Secundaria

La estructura secundaria-de una secuencia de ARN consiste en el plegamiento
de la cadena de nucledtidos consigo misma, mediante enlaces de hidrogeno entre sus
bases y en diferentes posiciones sobre la misma cadena, en donde cada nucledtido
solo puede formar parte de un par base (Bockenhauer y Bongartz, 2007) (Punetha

et al., 2018).

Computacionalmente representamos a la estructura secundaria como el
conjunto S, de pares de indices, que corresponden con las posiciones de los pares

base sobre la secuencia r,
S C{(i,j) [1<i<j<n}
donde n es la longitud de la secuencia, ¢ y j son posiciones en la cadena que

representan bases complementarias entre si. Ademés, S, debe satisfacer las siguientes

restricciones (Bockenhauer y Bongartz, 2007) (Liu et al., 2013):



1. Cada indice k € {1,...,n} ocurre a lo més una vez en el emparejamiento de
S
11. Para cada par (i,7) de S,, el par de bases (i,7) es un par de tipo Watson-
Crick si (r;,r;) € {(A,U), (U, A),(C,G),(G,C)}, o es un par tipo Wobble si
(ri,r;) € {(G,U), (U, G)}.
111. Para cada par (i,7) de S,, j —i > 4 (donde 4 es el tamafio minimo de una

region de bases no complementarias, llamada bucle en horquilla).

Los elementos secundarios (Figura 1.3) de una estructura de ARN se pueden
clasificar en cinco tipos béasicos: hélices, bucles en horquilla, protuberancias, bucles

internos y bucles multiples.

» tallo/hélice: es una region de bases alineadas con su base complemento.

= bucle en horquilla: es una subestructura en donde las regiones cercanas de bases
complementarias se emparejan, y se separan por una region no emparejada que
permite que la secuencia se doble para formar un tallo.

= protuberancia: es una estructura en donde hay una regién no emparejada en
un solo lado de la hélice.

» bucle interno: es una estructura similar a la protuberancia, pero hay regiones
no emparejadas en ambos lados de la hélice.

= bucle maltiple: region en donde se unen multiples hélices.



i+1 j—1
i J i J

tallo bucle en horquilla protuberancia

i+k+1 j—ke—1
i J

bucle interno bucle maultiple

Figura 1.3: Representacion de las posibles subestructuras que una cadena de ARN
puede adoptar. Las bases se muestran como puntos y las lineas representan las
conexiones entre las bases. Figura adaptada de (Bockenhauer y Bongartz, 2007).

Tomando en cuenta las reglas de apareamiento de bases y las subestructuras

permitidas, considere el siguiente ejemplo:

Ejemplo 1.1. Sea r = GUGACUGGAGUUCAGACGUGUGCUC una cadena de

ARN. La estructura secundaria estd representada en la Figura 1.4.

r: 5" ... GUGACUGGAGUUCAGACGUGUGcUC ... 3
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Figura 1.4: Estructura secundaria correspondiente al Ejemplo 1.1.

En la estructura de la Figura 1.4, se observan tres diferentes subestructuras:
un bucle en horquilla (formade por las bases: G,A,C,G), un tallo (formado por los
pares base: G-C, A-U, G-C, U-G, C-G, A-U) y una protuberancia (formada por el
par base: U-U); ademds de una region de bases sin apareamiento (formada por las

bases: G,U,G,A,C,U,G).

Formalmente, en la Definiciéon 1.2 se enuncia el problema de la prediccion de

estructuras de ARN.

Definicion 1.2 (Prediccién de la estructura secundaria). Dada una
secuencia T conforme al alfabeto ) py, realizar el plegamiento de la secuencia
utilizando las restricciones anteriormente listadas, generando las subestructuras
permitidas (Bdckenhauer y Bongartz, 2007) (Reidys, 2011) (Lorenz, Wolfinger,
Tanzer, y Hofacker, 2016), para obtener la estructura secundaria S, con la minima

energia libre o la estructura que maximice el nimero de pares base.



1.4.2.1. Pseudonudos

Un pseudonudo es una subestructura de ARN caracterizada por el
emparejamiento de bases complementarias entre nucledtidos en un bucle con residuos
complementarios fuera del mismo bucle (ver Figura 1.5). Algunos pseudonudos
desempenan un papel en el marco ribosomal (ribosomal frameshifting), mientras
que otros son esenciales para la topologia tridimensional y la funciéon de muchos

ARN estructurados (Aigner, Drefen, y Steger, 2012).

Figura 1.5: Representacion de la subestructura de un pseudonudo.

Definicion 1.3 (Pseudonudo). Para todos los pares base de una estructura
secundaria, si existen dos pares base (i,7) y (k,l) que no son continuos (i < j <
k.<1), ni anidados (i < k <1 < j), pero se intersectan (i < k < j <l); entonces la

estructura secundaria contiene un pseudonudo (Tong, Cheung, Lee, y Leung, 2013).

La interseccion de los pares base (i,7) y (k,1) que obedece a la restriccion
(i < k < j <) se muestra en la Figura 1.6. Si consideramos el par base (i, j) con las
posiciones (1, 13) y al par base (k,[) con las posiciones (6, 21), claramente se observa

esta interseccion o superposicion de pares base (1 < 6 < 13 < 21).



| | I
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Figura 1.6: Representacion planar de un pseudonudo.

Existen diferentes topologias o tipos de pseudonudos. La méas simple es.en
la que existen dos pares bases que se intersectan, aunque determinarlos no es tan
sencillo. La base de datos especializada PseudoBase++ (Taufer et al., 2009) contiene
6 tipos de pseudonudos clasificados. Por otro lado, en el trabajo realizado por

(Sharma, Singh, y Chand, 2015), se tienen 11 clasificaciones de pseudonudos.

El tipo més comun de pseudonudo es el H-type (Figura 1.7), el cual consiste

en dos hélices y dos ciclos y la interseccion de pares base.

20 C
>
u'A
c c~C
10
U A=U
U=A
U=Uu
U=A
A=U
A=U~—U

Figura 1.7: Pseudonudo de tipo H-type.



1.4.2.2. Minima energia libre

Desde una perspectiva biofisica, la forma natural de enfocar la prediccion de la
estructura es buscar la estructura fundamental, es decir, la estructura con la minima
energia libre (MFE, por sus siglas en inglés). El problema de prediccion de acuerdo
a la MFE consiste en encontrar la estructura que posea la energia libre minima
entre todas las estructuras posibles (Aigner et al., 2012). Sin embargo, a medida que
aumenta la longitud de la secuencia, el niimero de posibles estructuras secundarias
que una molécula de ARN en particular puede adoptar crece exponencialmente, y
por lo tanto es generalmente inviable enumerar todos los posibles resultados (Lorenz

et al., 2016).

La estabilidad de una estructura secundaria se mide por el cambio de energia
libre AG. Este cambio se aproxima como la suma de las contribuciones individuales
de cada subestructura que conforma la-estructura secundaria (Huson, 2006). A
continuacién, se listan los cambios de energia que pueden ocurrir durante la

construcciéon de la estructura secundaria.

= AG = 0 indica equilibrio en la estructura.
» AG > 0 indica desestabilizacién en la estructura.

s AG < 0 indica que la estructura es estable.

Las reglas de cambio de energia se dividen por tipo de estructura: hélices,
energias desestabilizadoras por tamano de bucle (horquilla, protuberancia, interno),
bucles internos generales, bucles internos simétricos, bucles internos asimétricos,

extremos no-pareados y bucles miiltiples.

Respecto al criterio de optimizaciéon utilizado por los algoritmos del estado del
arte estudiados en el presente trabajo, asi como para el algoritmo genético propuesto
es el de minimizacion de la energia libre mediante la implementacion de un modelo
termodindmico. En el Capitulo 2, se presenta el modelo termodinamico utilizado
para la minimizacion de la energia libre en la prediccion de estructuras secundarias

del ARN.
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1.4.3. Notacion Dot-Bracket

La notaciéon punto-paréntesis, también conocida como notacién Vienna, se
utiliza para representar la estructura secundaria de una secuencia de ARN con
longitud n, en una cadena de igual longitud formada por los simbolos '(', ')" y
".". Los simbolos '(" y ')' representan los pares base complementarios: '(' para la base
izquierda i y ')' para la base derecha j, en el par base (i, 7). El simbolo "', se utiliza

para representar las bases libres de la estructura secundaria (Lorenz et al.; 2011).

Con el formato anterior, solo es posible representar estructuras secundarias

libres de pseudonudos (Figura 1.8).

CCGGGGGGGCGAGGCACAGGGAUCUAGAGUGAACUCCAUCCCUCAUGCAG
UAGCCCAGACUCCGCGGCAGGGCGAGAAGCCGAGCCAGGCAGGACCCAUA
CCGUAGACACACUUGGCUCGCGU

CCC O CCC- O - (002 2)))-)))))) - -))) -

2 )))) O COC - OO s ))) D)) )) ) ) )) )
ACCCCC- 00 )) ) ) ) )

Figura 1.8: Estructura secundaria libre de pseudonudos.

Para codificar los pseudonudos, se agregan los simbolos '[' y '|". Estos simbolos

representan las bases complementarias (i, j) que forman un pseudonudo (Figura 1.9).

CUGACCAGCUAUGAGGUCAUACAUCGUCAUAGC
SCCCCC DI e INNERNN

Figura 1.9: Estructura secundaria libre de pseudonudos en formato Dot-Bracket.

1.4.4. Forna: Visualizacion de estructuras secundarias

Forna (force-directed rna) es una herramienta web (de cédigo abierto) para
la visualizacién de estructuras secundarias de ARN. La interfaz Forna permite
ingresar la secuencia de ARN y su estructura secundaria correspondiente en formato
Vienna. A partir de esta informacién, crea un grafo dirigido que representa la

estructura secundaria (Kerpedjiev, Hammer, y Hofacker, 2015). La aplicacion puede
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ser accesada desde http://nibiru.tbi.univie.ac.at/forna/forna.html.

La Figura 1.10, es la representacion grafica de la estructura secundaria dada

en la Figura 1.8.
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Figura 1.10: Visualizaciéon de una estructura secundaria usando Forna.

1.5. Esquema de la Tesis

En esta tesis se presenta la investigacion realizada sobre el problema de
la._prediccion de estructuras secundarias de ARN, primero se presenta una vision
general del problema planteado, asi como una introduccién a los conceptos biol6gicos
y de minimizacién de energia libre involucrados en el plegamiento del ARN. Después,
en el Capitulo 2 se especifica a detalle el modelo termodinédmico utilizado para la
minimizaciéon de energia libre. Posteriormente, en el Capitulo 3 se presentan los
algoritmos para la prediccion de estructuras secundarias de ARN. Finalmente, el
Capitulo 4 se divide en dos secciones; en la primera seccion se detallan las métricas

de Sensibilidad y Valor Predictivo Positivo utilizadas para evaluar la eficiencia de
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los algoritmos en términos de precision de la estructura secundaria predicha con
respecto a la estructura secundaria de referencia. Cabe destacar que las estructuras
de referencia de las instancias utilizadas para medir la eficiencia de los algoritmos
fueron obtenidas mediante técnicas experimentales. En la segunda parte del capitulo

se discuten los resultados obtenidos.
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CAPITULO 2

Modelo Termodinamico del Vecino

Mas Cercano

La cosa mds dificil es dormir por la noche sabiendo que hay tantas
cosas urgentes que necesitan ser hechas. Ezxiste una brecha enorme
entre lo que sabemos que es posible con las mdquinas-de hoy en dia y lo

que hemos sido capaces de terminar.
—DonNALD E. KNUTH(1938 - )

La base de datos del vecino mas cercano (Nearest Neighbor Database,
NNDB) (Turner y Mathews, 2009), es un modelo termodinamico que asume que
la estabilidad de un par base especifico depende directamente de las bases vecinas.
Esta base de datos proporciona los parametros de energia que permiten la prediccion
de una estructura secundaria estable. La base de datos puede ser descargada desde

la direccion web https://rna.urmc.rochester.edu/NNDB/index.html.

Como se menciond anteriormente (Sub-seccion 1.4.2.2) las reglas de cambio de
energia se dividen por tipo de subestructura. En las siguientes secciones, se detalla
como se aplican estas reglas y parametros para determinar la energia libre de cada
subestructura. Por otro lado, la Ecuacion 2.1 se determina la energia libre de una

estructura secundaria.

AG = Z AGHélice + Z ACYYB Horquilla +

(2.1)
Z AGB Interno T+ Z AC;Protuberancia + Z ACTYB Muiltiple
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2.1. Hélices

Una hélice es una subestructura de ARN, formada por al menos dos pares
base consecutivos. Para cada par base, se tiene el par de cierre (7, ), en el cual i y
J son bases complementarias, y su par consecutivo (i + 1, j — 1); que también son

bases complementarias.

Otra forma de ver esta subestructura, es considerdndola con un arreglo o pila

de pares base consecutivos. En la Figura 2.1, se muestra graficamente esta idea.

5' - i i+ 1 i+2 <« - 3

30— ] j-1— ji-2 — — 5

Figura 2.1: Representacion de los pares base consecutivos de una hélice. Adaptada
de (Bastolla et al., 2007)

En la Tabla 2.1, se presenta la energia libre AG entre cada par base que
conforma una hélice dentro de la estructura secundaria. Para las bases que no son
complementarias; es decir, aquellas que no estan representadas en la tabla, la energia

se asume como infinita.

Tabla 2.1: Energia de las hélices entre cada par base. Esta tabla se construyo
a partir de la informaciéon obtenida de la base de datos Nearest Neighbor Database
(Turnery Mathews, 2009) y basandose en el proceso descrito en (Zuker et al., 1999).

AU CG GC UA GU UG

AU [ =09 —22 —21 —1.1 —06 —1.4]
CG | —21 —33 —24 —21 —14 -21
GC | —24 —34 -33 —22 —15 —-25
UA | 13 —24 —21 —09 —10 —13
GU | -13 —25 —21 —14 —05 +1.3
UG | =10 —15 —14 —0.6 403 —0.5

A continuacion, considerando la estructura secundaria de la Figura 2.2, se

ejemplifica el uso de la Tabla 2.1 para determinar la energia libre de la estructura.
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5'---A-G-C-G-C-U ---3'
3'---U-C-G-C~-G-A ---5

Figura 2.2: Estructura secundaria formada por hélices de pares complementarios
tipo Watson-Crick.

Los pares (i, j) que conforman la estructura (con orden de lectura'de’5' a 3')

son:
1. AU (1 — 12) seguido por GC (2 — 11)
2. GC (2 — 11) seguido por CG (3 — 10)
3. CG (3 — 10) seguido por GC (4 —9)
4. GC (4 —9) seguido por CG (5 — 8)
5. CG (5 — 8) seguido por UA (6 —7)

Teniendo identificados el par de cierre (i,7j) y el par complementario (i +
1,7 — 1), estos estan representados en la Tabla 2.1 por las filas y columnas,

respectivamente. Por lo tanto, la energia libre AG de la estructura es la siguiente:

AG = AGY(AU seguido por GC) + ACTY(GC seguido por CG) + AC7Y(CG seguido por GC)
+AG(GC seguido por CG) + AG(CG seguido por UA)

AG = —2.1 keal /mol — 3.4 kcal/mol — 2.4 kcal /mol — 3.4 kcal /mol — 2.1 kcal /mol
= —13.4 kcal/mol

El Algoritmo 2.1, es el método utilizado para determinar la energia libre
de una hélice de la estructura secundaria. StackEnergyP, StackEnergylntMismatch
y TerminalMismatch son estructuras de datos (especificamente, diccionarios) que
contienen los pardmetros de energia para cada par apilado con cierre (i,7).
StackEnergyP y StackEnergyIntMismatch contienen los valores mostrados en la
Tabla 2.1, para los pares complementarios de tipo Watson-Crick y Wobble,
respectivamente. Mientras que TerminalMismatch son pardmetros de energia para

los pares base adyacentes a los extremos de las hélices.
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Algoritmo 2.1: Energia de la hélice

1 Entrada: Secuencia S, par base de cierre (4, 7) y par de complemento (7', j')
2 Salida: Energia libre AG

3 StackEnergy(S,1,7,7,j')

4 AG = o0
n = Length(S)

6 stack _pair = Concat(S;, Sy) +"/" + Concat(S;, Sj)
7 if 1 >0and j <n—1 then

8 if stack _pair € StackEnergyP then
‘ AG = StackEnergyP|stack _pair]
10 else if stack pair € StackEnergyIntMismatch then
11 ‘ AG = StackEnergylInt Mismatch|stack _pair]
12 end
13 return AG
14 end

15 if i==0and j ==n —1 then

16 if stack pair € StackEnergyP then

17 ‘ AG = StackEnergyP|stack _pair]

18 else if stack pair € Terminal Mismatch then
19 | AG = Terminal Mismatch[stack_pair]

20 end

21 return AG

22 end

23 return AG

24 end

2.2." Bucles

Dentro del modelo termodinamico, existen penalizaciones de energia. Estas
penalizaciones son cambios de energia positiva, que estan asociadas a los bucles
en horquilla, internos y protuberancias, dependiendo de su longitud. La longitud
de estos bucles, se mide por la cantidad de bases libres entre los pares base de
cierre (Andronescu, 2003). Estos valores, también son conocidos como pardmetros

de iniciacion.
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En la Tabla 2.2, se muestran estos parametros para longitudes de 1 hasta 30.
Para los bucles internos de tamano 1 a 3, la energia se considera como infinita; lo
mismo que para bucles en horquilla de tamano 1 y 2. Sin embargo, para bucles de
longitud mayor a 30 es posible extrapolar los valores. La extrapolaciéon de energia

se obtiene mediante la Ecuacion 2.2 (Turner y Mathews, 2009).

AG(n>30) = AGIniciaCi()n<3O) + 175 x Rx T x ln(n/30) (22)

Donde, n es el tamano del bucle deseado, AGmiciacion €S la energia del
bucle (interno, protuberancia, horquilla) de longitud 30, R es la.constante del gas

(1.9872 x 107?) y T es la temperatura (310.15 K).

Tabla 2.2: Energias de desestabilizacion por tamano del bucle (Turner y Mathews,
2009).

Tamano Interno Protuberancia Horquilla

1 3.8

2 2.8 .
3 . 3.2 5.4
4 1.1 3.6 5.6
5 2.0 4.0 5.7
6 2.0 4.4 5.4
7 2.1 4.6 6.0
8 2.3 4.7 5.5
9 24 4.8 6.4
10 2.5 4.9 6.5
11 2.6 5.0 6.6
12 2.7 5.1 6.7
13 2.8 5.2 6.8
14 2.9 5.3 6.9
15 2.9 5.4 6.9
16 3.0 5.4 7.0
17 3.1 9.5 7.1
18 3.1 9.5 7.1
19 3.2 5.6 7.2
20 3.3 5.7 7.2
21 3.3 5.7 7.3
22 3.4 5.8 7.3
23 3.4 5.8 7.4
24 3.5 5.8 7.4
25 3.5 5.9 7.5
26 3.5 5.9 7.5
27 3.6 6.0 7.5
28 3.6 6.0 7.6
29 3.7 6.0 7.6
30 3.7 6.1 7.7
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En las Subsecciones 2.2.1, 2.2.2 y 2.2.3, se detalla como determinar la energia

libre para cada tipo de bucle, a partir del pardmetro de inicializacion.

2.2.1. Bucle en horquilla

El modelo de NNDB, contempla reglas para determinar la energia del bucle en
horquilla dependiendo de su tamano: bucles de tamafnio 4 o més, bucles de tamano

3y bucles especiales (para los cuales, la energia se determino por experimentacion).

Horquilla de 4 o mas nucleétidos

Las horquillas de tamano 4 se consideran especiales, ya que se cree que son
particularmente estables. Por ello, el modelo termodinamico incluye bonificaciones
en funcion del par base de cierre para estos bucles especiales (Andronescu,
2003) (Turner y Mathews, 2009). En la. Tabla 2.3, se muestran estas horquillas

y su correspondiente energia dentro del modelo NNDB.

Tabla 2.3: Energias para horquillas especiales de tamano 4, la primer y tltima base
representan el par base de cierre.

Secuencia Energia Secuencia Energia Secuencia Energia

kcal/mol kcal/mol keal/mol
GGGGAC -3.0 CUACGG  -25 GGGAAC -15
GGUGAC -3.0 GGCAAC  -25 UGAAAA -15
CGAAAG -3.0 CGCGAG  -25 AGCAAU -15
GGAGAC -3.0 UGAGAG -25 AGUAAU -15
CGCAAG -3.0 CGAGAG -2.0 CGGGAG -1.5
GGAAAC -3.0 AGAAAU -20 AGUGAU -15
CGGAAG -3.0 CGUAAG -2.0 GGCGAC -15
CUUCGG -3.0 CUAACG -2.0 GGGAGC -15
CGUGAG -3.0 UGAAAG -20 GUGAAC -15
CGAAGG -2.5 GGAAGC -1.5 UGGAAA -15

Adicionalmente, para horquillas de longitud mayor o igual a 4 se agrega una
bonificacién por los desajustes terminales o pares base adyacentes a los extremos de
la hélice. En la Figura 2.3, se muestran los ajustes de energia terminales, cuando el

par base de cierre es (G, C).
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(Y)
X) A C G U
5 ==>3'
GX
(0)'
3'<==25'
-1.1 -15 -1.3 -2.1
-1.1 -07 -24 -0.5
24 -29 -14 -1.2
-1.9 -1.0 -22 -1.5

cQQ»

Figura 2.3: Ajustes de energia terminales para el par de cierre (G, C).

En la Figura 2.4, se muestra un bucle en horquilla de tamano 4 cerrado por

el par base (G, C).

G
5'-- G U

3'-- C U
A7

Figura 2.4: Estructura secundaria formada por una horquilla.

Mediante el pardmetro de iniciacion (Tabla 2.2) y el parametro por ajuste
terminal (Figura 2.3), la-energia de la estructura mostrada en la figura anterior, se

calcula como:

AG(Horquilla = AG(Iniciaci()n (4) + AGAjuste terminal(GC—Gx Ay)

= 5.6 kcal/mol — 2.4 kcal /mol = 3.2 kcal /mol

Horquilla de 3 nucleétidos

Para bucles en horquilla de 3 nuclebtidos, el cambio de energia libre se estima

usando la Ecuacion 2.3 (Turner y Mathews, 2009).

AG(Horquilla(?)) = AGlniciacién (3) + AC':Penalizacic’m (03) (23)

Donde, Cj es igual a 1.4 kcal/mol.
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Horquillas especiales

Existen bucles en horquilla de longitud de 3, 4 y 6 nucleotidos (nt.) que tienen
desajustes por el modelo de energia libre, a los cuales se les asigna una penalizacion
basada en datos experimentales. En la Tabla 2.4, se muestra la secuencia, longitud

y energia de las horquillas especiales contempladas en el modelo NNDB.

Tabla 2.4: Energias para horquillas especiales, la primer y tltima base representan
el par base de cierre.

Secuencia Longitud Energia Secuencia Longitud - Energia

nt. kcal /mol nt. keal /mol
CAACG 3 6.8 CCGCGG 4 3.6
GUUAC 3 6.9 CCUCGG 4 2.5
CUACGG 4 2.8 CUAAGG 4 3.6
CUCCGG 4 2.7 CUCAGG 4 3.7
CUUCGG 4 3.7 CUUAGG 4 3.5
CUUUGG 4 3.7 CUGCGG 4 2.8
CCAAGG 4 3.3 CAACGG 4 5.5
CCCAGG 4 3.4 ACAGUGCU 6 2.9
CCGAGG 4 3.5 ACAGUGAU 6 3.6
CCUAGG 4 3.7 ACAGUGUU 6 1.8
CCACGG 4 3.7 ACAGUACU 6 2.8

Algoritmo General

A continuacion, el Algoritmo 2.2 define la forma en que se determina
la energia libre para cualquier bucle en horquilla. Hawrpin3, Hairping y
TerminalMismatchHairpin son estructuras de datos que contienen los parametros
de-energia para cada par base apilado con cierre en (i, 7). Hairpin3 contiene las
horquillas de longitud 3 mostradas en la Tabla 2.4; Hairpin4 son las horquillas de
la Tabla 2.3; y TerminalMismatchHairpin almacena los parametros de energia por
ajuste terminal. Los parametros completos que conforman los ajustes terminales

para las horquillas se encuentran en el archivo tstackh.dat!.

1 https://github.com/payalaell6/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/tstackh.dat

21


https://github.com/payalael16/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/tstackh.dat

Algoritmo 2.2: Energia del bucle en horquilla

[

w

N O o
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12
13
14
15

16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28

29
30
31

32
33
34
35
36
37

38

39

Entrada: Secuencia S, par base de cierre (i, j), const. gas R, temperatura T’
Salida: Energia libre AG

HairpinEnergy(S,i,7, R, T)

AG = o0
l=j—i—1
haz'rpin = Si+1...j—1
closing_pair = Concat(S;, Siv1) +"/" + Concat(S;, Sj_1)
if [ < 3 then
‘ return AG
end
if [ < 30 then
‘ AG = AGIm'tiationU)
else
‘ AG = AG 1hitiation(30) + 1.75 x R x T' x In(l/30)
end
if [ == 3 then
AG += Non_GC_Penalty
if hairpin € Hairpin3 then
| AG += Hairpin3[hairpin]
end
else
if closing pair € Terminal MismatchHairpin then
‘ AG += Terminal MismatchHairpin|closing pair]
end
if | ==4 and hairpin € Hairpin4d then
| AG += Hairpind[hairpin]
end
end
if S, 0==295,_1==2S5;,==G and S; == U then
AG += Bonus_ GGG
else if S;y...5;_1 == C then
if [ == 3 then
‘ AG +=C_Hairpin3
else
‘ AG += C_Hairpin_Intercept + C'_Hairpin__Slope x [
end
end
return AG

end
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En la Tabla 2.5, se muestra el resto de los parametros de energia utilizados
por el algoritmo. Estos parametros, se aplican para horquillas clasificadas como

especiales de acuerdo con las bases libres que la forman y la longitud.

Tabla 2.5: Pardmetros para horquillas especiales.

Parametro Energia
kcal /mol
Bonus GGG -2.2
C_Hairpin3 1.4
C_Hairpin _Intercept 1.6
C_Hairpin_Slope 0.30

2.2.2. Protuberancia

Una protuberancia es un tipo de bucle interno, que ocurre cuando la cadena de
ARN se fuerza a formar un bucle corto, debido a que una o mas bases no encuentran
su base complementaria durante el plegamiento(“RNA bulges as architectural and
recognition motifs”, 2000). Es decir, son regiones de bases no apareadas que ocurren

en un solo lado de la estructura.

Los bucles internos, tienen dos pares base de cierre (i,j) y (k,l) para
1 < k < j < l. En el caso de las protuberancias, los pares de cierre son vecinos
sin un solo nucledtido en el medio. Esto essi j =1+ 1 0 k =7+ 1; lo cual forma

una protuberancia del lado izquierdo o derecho, respectivamente.

En la Figura 2.5, se muestran dos protuberancias por la izquierda (de longitud

1)y derecha (de longitud 3), respectivamente.

U’ G
c ‘G ot
A-U ¢
A~ C
| | / U
5° 37 50/

S

Figura 2.5: Estructura secundaria de una protuberancia.
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Para determinar la energia de un protuberancia, se consideran dos posibles

Casos:

Longitud de 1

AG(P?"otuber‘ancm (n = ]-) = AC;(Iniciacién (n> + AG(Hélice ((3,5) seguido por (k,l))

Longitud mayor a 1
AGPTOiEubercmcia(” > 1) = AGIniciaCi()n (n) + AGPenalizaCién((}U)
La penalizacion por GU, se asigna cuando alguno o ambos pares base de cierre,

forman el par base GU. En el Algoritmo 2.3, se muestra la forma de determinar la

energia libre de una protuberancia.

Algoritmo 2.3: Energia de la protuberancia

1 Entrada: Secuencia S, los pares base de cierre (i,j) v (k,[), constante del
gas R, temperatura T'

2 Salida: Energia libre AG

3 BulgeEnergy (95,4, j,k,1)

4 AG = o0

5 l=mazx(k—i—1,7—1—1)

6 closing_left = Concat(S;, S;)

7 closing _right = Concat(Sk, S;)

8 if [ <0 then

9 ‘ return AG
10 end
11 if [ < 30 then

12 ‘ AG = AGlnitiation<l>
13 else

14 ‘ AG = AG[m'tmﬁon<30> + 1.7 x RxT x ln(l/SO)
15 end
16 if [ ==1 then

17 ‘ AG += StackEnergy(S,i,j, k,1)
18 else

19 ‘ AG += UG _Penalty(closing left) + UG _Penalty(closing right)
20 end
21 return AG
22 end
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2.2.3. Bucle interno

Los bucles internos son regiones que se forman cuando las bases que no
coinciden (no complementarias), se encuentran una frente a la otra y estdn unidas

en ambos lados de la hélice por los pares de cierre (i,7) v (k,1).

Para bucles internos de tamano 1 x 1, 1 x 2 y 2 x 2; el modelo NNDB
cuanta con los parametros de energia ya tabulados, valores que se determinaron

experimentalmente.

Bucle Interno 1 x 1

Este bucle interno es simétrico (tiene una base libre en cada lado de la
estructura). El modelo NNDB contiene 576 parametros de energia para este bucle en
particular. En la Figura 2.6, se muestran los parametros de energia cuando los pares
de cierre son (G, C) y (G, C), para(i,4) v (k,l) respectivamente, y con orden de
lectura de 5' a 3'. El resto de los parametros de energia se encuentran en el archivo

int11.dat?.

(Y)
xX) A C G U
5 ==>3'
X
GC
CG
y
3' <==15'
08 04 04 04
04 04 04 04
04 04 -21 04
04 04 04 -0.7

Figura 2.6: Parametros de energia para bucle interno 1 x 1 con cierre (G, C) y (G,

Q).

En la Figura 2.7, se muestra un bucle interno simétrico de tamano 1 x 1, cuya
energia es facil de ver en los parametros de la figura anterior; dicha energia es de

0.4 kcal /mol.

2https ://github.com/payalael16/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/int11.dat
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A
E; '__ G C -- E;I

23 LI E: ‘; - E;I
G

Figura 2.7: Bucle interno simétrico de tamano 1 x 1.

Bucle Interno 1 x 2

Es bucle asimétrico de tamano 3, tiene una base libre en un lado de la
estructura y dos en el otro lado. Al igual que el bucle 1 x 1, los parametros de
energia ya estan tabulados dentro del modelo. En la Figura 2.8 se muestran los
pardmetros de energia con pares de cierre (U, A) y (C, G). En el archivo int21.dat?

se encuentra el resto de los parametros de energia.

(Y)
X) A @ G U
Hl==>3'
X
UG
AC
vA
3' <==15'
32 30 24 48
3.1 30 48 3.0
25 48 16 4.8
48 4.8 4.8 48

Figura 2.8: Parametros de energia para bucle interno 1 x 2 con cierre (U, A) y (C,

Q).

La Figura 2.9, muestra un bucle interno asimétrico de tamano 1 x 2 para el

cual la energia es de 3.0 kcal/mol de acuerdo a los parametros de la Figura 2.8.

C-A
5'-- U G --3'
3'-- A C C --5°

Figura 2.9: Bucle interno asimétrico de tamano 1 x 2.

3https://github.com/payalael16/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/int21.dat
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Bucle Interno 2 x 2

Este es otro de los casos especiales de bucles internos, es un bucle simétrico de

tamano 4 (dos bases libres en cada lado). Al igual que los bucles anteriores, su energia

estd tabulada dentro del modelo. En la Figura 2.10, se muestran los parametros de

energia cuando los pares de cierre son (C, G) y (C, G). El resto de los parametros

de energia para bucles internos 2 x 2, se encuentran en el archivo int22.dat?.

1.3
1.6
0.3
2.0
1.2
2.1
2.0
1.9
0.3
2.0
1.0
1.1
2.0
1.9
-0.4
14

1.2
1.5
0.2
2.0
1.1
1.4
2.0
1.2
0.2
2.0
0.9
0.0
2.0
1.2
-1.5
0.3

0.3
0.6
-0.7
2.0
0.2
1.5
2.0
1.3
-0.7
2.0
0.0
0.9
2.0
1.3
-0.6
1.3

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

1.6
2.0
0.6
2.0
1.5
1.8
2.0
1.7
0.6
2.0
14
0.4
2.0
1.7
<1.1
0.8

2.1
1.8
1.5
2.0
1.4
1.7
2.0
1.5
1.5
2.0
1.8
1.3
2.0
1.5
-0.2
0.6

C
G
C
G
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

2.0
2.0

C G
U A
5 —>3'
\ oA/
/\ |
3 <—35'
1.9 0.3
1.7 0.6
1.3 -0.7
20 .20
1.2 0.2
1.5 1.5
2.0 2.0
1.4 1.3
1.3 -0.7
20 2.0
1.7 0.0
1.1 0.9
2.0 2.0
1.4 1.3
-0.4 -0.6
0.5 1.3

G
C

G
C

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

G G

G 0]

1.0 -04
14 -1.1
0.0 -0.6
20 20
0.9 -1.5
1.8 -0.2
20 2.0
1.7 -04
0.0 -0.6
20 20
0.8 -0.7
0.9 -26
20 2.0
1.7 -04
-0.7 4.2
1.2 -05

U
A

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

U
C

1.9
1.7
1.3
2.0
1.2
1.5
2.0
14
1.3
2.0
1.7
1.1
2.0
1.4
-0.4
0.5

U
G

1.1
0.4
0.9
2.0
0.0
1.3
2.0
1.1
0.9
2.0
0.9
-1.1
2.0
1.1
-2.6
1.1

14
0.8
1.3
2.0
0.3
0.6
2.0
0.5
1.3
2.0
1.2
1.1
2.0
0.5
-0.5
-0.4

Figura 2.10: Parametros de energfa para bucle interno 2 x 2 con cierre (C, G) y

(C, G).

La Figura 2.11, muestra un bucle interno simétrico de tamano 2 x 2, de acuerdo

con los parametros de la Figura 2.10, su energia es de 1.0 kcal/mol. El par x,y

corresponde con la columna GG y z',y' con la fila AA.

4https ://github.com/payalael16/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/int22.dat
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A-G

st-- C G -5
(G C s
A-G

Figura 2.11: Bucle interno simétrico de tamano 2 x 2.
Bucles Internos Generales

La energia libre para bucles internos generales, es decir, de longitud mayor a

4 o de tamano 4 asimétrico; se determina de la siguiente forma:

ACTYI?”Lterno (n) = AC;Iniciacién (n> + AC;Asimetrl’a X |n1 N n2| + ACTYAjuste terminal (27 j) +
AGAjuste terminal(ka l)

El Algoritmo 2.4, muestra la forma de determinar la energia libre para
cualquier bucle interno. Internal 2, Internal 3 y Internal_j son funciones que
determinan la energia libre para bucles de tamano 1x1, 1 x2y 2x 2 respectivamente,
y de acuerdo a las reglas establecidas previamente. Por otro lado, Internal_n es una
funcién que pondera la energia libre para los ajustes terminales entre el par base de
cierre y las bases libres vecinas que conforman el bucle; los parametros de energia
para estos ajustes terminales se encuentran en el archivo tstacki.dat®. AGritiation
corresponde a la penalizacion de energia por el tamano del bucle. Finalmente,
InternalLoopAsymmetric es la funcion que penaliza los bucles asimétricos, utilizando

la.siguiente funcion (Andronescu, 2003):

Asym — Max
Internal Loop Asymmetric(ly, ly) = min
\l1 — lo] x Asym — Par[min(2, min(ly, 1)) — 1]

Donde, Asym — Max es igual a 3.0 kcal/mol y Asym — Par es un arreglo con

los valores de energia (0.5, 0.5, 0.5, 0.5].

5https ://github.com/payalael16/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/tstacki.dat
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Algoritmo 2.4: Energia del bucle interno

1 Entrada: Secuencia S, los pares base de cierre (i,j) y (k,[), constante del

N

w

N O ok

10

11
12
13

14
15

16
17

18
19

20
21

22

23
24
25
26
27

28
29
30

31

32

33

gas R, temperatura T'
Salida: Energia libre AG

InternalLoopEnergy (S,1,5,k,l,R,T)

AG = 0
interior left=k—1i—1
interior _right =5 —1—1
interior _len = interior _left + interior _right
if interior _left < 1 or interior _right < 1 then
‘ return AG
end
if [ <0 then
‘ return AG
end
if interior left == 1 and nterior right == 1 then
‘ return Internal 2(i, 7, k,[,5)
else if interior left == 1 and interior right == 2 then
‘ return Internal _3(i, 4, k,1,.S)
else if interior left == 2 and interior right == 1 then
‘ return Internal _3(l,k, 7,1, 5)
else if interior left == 2 and interior right == 2 then
‘ return Internal_4(i,j,k,1,S)
else
if interior_len < 30 then
‘ AG = AG 1nitiation (interior _len)
else
1 AG = AG 1mitiation(30) + 1.75 x R x T x In(interior _len/30)
end
AG += Internal_n(i,j,5)
AG += Internal_n(k,l,S)
AG += Internal LoopAsymmetric(interior left, interior right)
end
return AG

end
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2.2.4. Bucle maultiple

Los bucles multiples (también, llamados uniones) son bucles de los cuales se

desprenden k niimero de ramificaciones o hélices (dos o més, Figura 2.12). Con cada

ramificacion, se tienen los pares de cierre (7, 7), (i1, 71), -+, (ig, Jk)-
.G
C
cr¢ e T
A v <
fo U
A Cc
C C - G

5 1 G v c 3 1
Figura 2.12: Bucle miltiple de 3 ramificaciones y 6 bases libres. Fragmento de la

secuencia CRW 00548, obtenida de RNA STRAND (Andronescu et al., 2008).

La funcién para determinar la -energia libre de los bucles multiples es la

siguiente (Andronescu, 2003) (Kravchenko, 2009):

M(S, i, 5, 01,00,y ik, Ji) =
Multi, +

k—1

Multi, x {(zi—z‘—1)+Z(¢h+l—jh—1>+<j—jk—1> +
h=1
k
Penalizacion_ No_ GC(s;, ;) + Z Penalizacion_No_ GC(sip, Sjn) +
h=1

k—1
D(S,j,i,il,jl) + ZD(S7 ih?jhvih+17jh+1) + D(S7 ika.jkmj? Z)

h=1

Donde, Multi, es una penalizacion por iniciar un bucle multiple (3.40
kcal /mol), Multi, es la penalizacién por iniciar una nueva hélice (0.4 kcal/mol)
y Multi. es la penalizaciéon por cada base libre localizada entre las hélices que se
desprenden del bucle (0 kcal/mol). Penalizacion_ No GC, es la penalizacion para

las hélices que cierran con par base diferente de {(C, G), (G, C)} (0.5 kcal/mol).
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Finalmente, D es una funcién que determina la energia libre de las bases colgantes

(bases libres) que son vecinas directas de una hélice.

Dsi(8j1, 8i1, 8j,+1) + Dsi(S52, Si2, Siy—1) V ii+1<ip—1
D(S, i1, J1,12, j2) = min<D3'(8j1; Si1, 5j,+1), Dsi(552, 52, Sz‘2—1)> Vo + 1=y -1
0 V i1+1>9%—1

D5 y D3, son funciones que determinan la energia de las bases libres vecinas
a una hélice, cuando la base libre es cercana al lado 5' y 3' de la-estructura. En la
Figura 2.13, se muestra un ejemplo de una base colgante en Dy, para esta estructura
se observa que la contribuciéon de energia por parte de la base libre es de -0.5
kcal/mol. Los parametros de energia para todas las bases colgantes, se encuentran

en el archivo dangle.dat®.

5 3 X
A C G U
~ 5 ==>3'
C-G G
A Cx
3 <==175

-0.5 -03 -0.2 -0.1

Figura 2.13: Base libre adyacente a una hélice (izquierda) y tabla de energia
(derecha) para-el par de cierre (C, G).

Retomando el bucle multiple de la Figura 2.12, y desarrollando la funcion M
establecida anteriormente, la energfa libre para el bucle es de 3.1 kcal /mol. Primero,

es necesario identificar los pares base de cierre de cada ramificacion (Figura 2.14).

9 10 11 12 13
cC G U U U
)

~Qo
~Qr
AN
> w
Qs
> ot

6
G
(

~ Q3
— Qo
-—cr
- Q
@
Q

Figura 2.14: Pares base de cierre del bucle multiple. Los pares base son: (1, 16),
(6,9) v (11, 14).

6https://github.com/payalael16/RNASecStrucPredict/blob/main/NNDBEnergyParser/nndb/dangle.dat
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Luego, sustituimos los valores conocidos, y desarrollamos las sumatorias:

M(S,1,16,6,9,11,14) =
Multi,” M
Multiy” ™" x (77 +1) +

1 /‘6

Mulm'/‘“xl(ﬁ—1—1)+Z(11—9—1)+(16—14—1) +
h=1
k /1 (Gs6acsg)/ 0 + (Usll ,U314>/( 05

Penalizacion_No_GC(Cy,,Gy.)” " + Z Penalizacion_ No_ GC(s;p, sjn) +
h=1

LS (D31(9,6,10) + Dgi(14,11,10))7" Ty (D51(14,11,15) + D5 (1,16,15))"

D(S,16,1,6,9)" " + > D(S,6,9,11,14) + D(S,11,14,16, 1)
h=1

—0.3

Finalmente obtenemos:

M(S,1,16,6,9,11,14) =34+ 04 X34+0x6+0+05+0—1.7—0.3 = 3.1
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CAPITULO 3
Metodologia

Si no trabajas en problemas importantes, es probable que no hagas un

trabajo importante.
—RICHARD HAMMING (1915 -.1998)

3.1. Algoritmos Exhaustivos

3.1.1. Algoritmo de Nussinov

El algoritmo de Nussinov (Nussinov y Jacobson, 1980) es un algoritmo
de programacion dindmica que calcula el maximo ntmero de pases base en el
plegamiento de una molécula de ARN. En la actualidad al tratarse de un algoritmo
clasico de predicciéon de estructuras secundarias, sirve como base para algoritmos

més sofisticados.

Este algoritmo esté disenado para evaluar la contribuciéon individual de cada
par base a la estructura secundaria de una cadena. Para maximizar el nimero de
emparejamientos utiliza un conjunto de reglas de plegado. La estabilidad de los
pares G-C seconsidera igual a los pares A-U y G-U. Las contribuciones debidas al
apilamiento (staking) se ignoran, al igual que los efectos de desestabilizacion de los
bucles. Bajo estas condiciones, el problema de plegar una secuencia de nucle6tidos
en_una estructura con la minima energia libre se convierte en un problema més
simple de encontrar una estructura con el nimero maximo de pares de bases; bajo
la hipotesis de que entre mas emparejamientos existan entre bases de la cadena de

ARN, menor seré la energia libre de la molécula (Nussinov y Jacobson, 1980).
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Los calculos del algoritmo se realizan de manera recursiva. Si se considera
una secuencia de n nucledtidos Si...S,, para obtener la estructura con el
nimero méaximo de pares base, el algoritmo agrega un 1 si S; y S; son pares
base complementarios y 0 en caso contrario (Funcion 3.2). El puntaje 6ptimo
S(i,j) de una subsecuencia desde la posicion ¢ a la posicion j, puede ser
definida recursivamente mediante la puntuaciéon de subsecuencias més pequenas
(Funcion 3.1)!. Partiendo de esta idea, s6lo hay cuatro posibles formas de obtener

la mejor estructura para i, j desde subsecuencias méas pequenas.

M(i+1,5)
M= M(i+1,j 1)+ 8(ri,r)) (3.1

| mawicnei{ MG F) + Mk +1,5) |

1 si(ng)= (AU), (C,G) (G,U
frury =L HBD= @0 @6 (60) 52

Las cuatro formas posibles de construir una estructura de pares de bases de
acuerdo a la funcion de Nussivov son las siguientes (Sperschneider, 2008) (Zhao y

Sahni, 2016):

1) Agregar 7 sin aparear a la mejor estructura i + 1, j.

3
4

)

2) Agregar j sin aparear a la mejor estructura i, j — 1.
) Agregar el par i, j sobre la mejor estructura i + 1, j — 1.
)

Combinar las dos estructuras 6ptimas ¢,k y k+ 1, 7.

Funcién recursiva de Nussivov (Béckenhauer y Bongartz, 2007).
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Los diferentes casos de recurrencia en el algoritmo de Nussivov se muestran

en la Figura 3.1:

i+1 j-1

i+1 j

k k+1

par i, i no pareada j no pareada bifurcacion

Figura 3.1: Los cuatro posibles casos para la funcion recursiva de Nussinov (Durbin
et al., 1998).

La matriz seré llenada a lo largo de las diagonales y la solucion sera recuperada
a través de un paso de rastreo. En la Figura 3.2, se visualiza como se calcula
recursivamente una entrada de la matriz; una forma practica de mejorar la eficiencia
del algoritmo, es calculando solo-la matriz triangular superior. Esté ilustracion es

una representacion grafica de la Funcion 3.1.

k j—1 J
> +
|
1 M, w Mg, j1) | =— | M, j
7
i+ 1 Miy1, j-1) Misa, j)
k+1 M1, )
\}

Figura 3.2: Calculo del valor ¢, en la matriz del algoritmo Nussinov

(Sperschneider, 2008).
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A continuacion, se muestra el algoritmo de Nussivov (Algoritmo 3.1) adaptado
de (Bockenhauer y Bongartz, 2007). El cual requiere O(n?) pasos para calcular la
matriz triangular superior, para una matriz de n X n para los casos (1), (2) y (3).
Adicionalmente, deben calcularse los n posibles valores del parametro k en el caso

(4); esto requiere O(n), por lo tanto, el tiempo de ejecucion del algoritmo es O(n?).

Algoritmo 3.1: Nussinov

1 Entrada: Una cadena r = {ry,...,r,—1} donde r; € Y, y un entero !
que representa el tamano minimo del bucle.
Salida: La estructura secundaria S, en formato DotBracket.

N

w

Nussinov (r,1)

4 | n= Length(r)
5 SecStruct =0
6 for k=0 tol do
7 fori=0ton—kdo
8 j=1+k
9 M(i,j) =0
10 end
11 end
12 for k=1 ton do
13 for 1 =0 ton —k do
14 j=1+k
M(i+1,7)
15 MG, j) = mazx M@i+1,j—1)+0(ri, 1))
maziene;{ MG, k) + M(k+1,5) }
16 end
17 end
18 Call NussinovTraceback(0,n — 1, M, SecStruct)
19 dot_bracket ={'.",...,n}
20 foreach s € SecStruct do
21 dot_bracket[min(s)] =" ("
22 dot _bracketmax(s)] =7)”
23 end
24 return dot bracket
25 end
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El proceso para obtener la solucién se muestra en el Algoritmo 3.2 (Huson,
2006) (Vialette, s.f.). Basicamente, consiste en encontrar un camino que conduzca a
la puntuacién maxima, asi la ruta resultante definiré la estructura secundaria 6éptima
en términos del maximo nimero de pares base. Este procedimiento es recursivo y

exhibe una complejidad O(n) en tiempo de ejecucion.

Algoritmo 3.2: Nussinov Rastreo

1 NussinovTraceback (i, j, M, SecStruct)

2 if i < j then
3 if M(i,j) == M(i+1,j) then
4 ‘ NussinovTraceback(i + 1, j, M, SecStruct)
5 else if M(i,j) == M(i,j — 1) then
6 ‘ NussinovTraceback(i, j — 1, M, SecStruct)
7 else if M(i,j) == M(i+ 1,7 —1)+6(i,j) then
8 SecStruct = SecStruct U {(i,7)}
9 NussinovTraceback(i + 1, j — 1, M, SecStruct)
10 else
11 for k=i+1toj—1do
12 if M(i,j) == M(i,k)+ M(k+1,j) then
13 NussinovTraceback(i, k, M, SecStruct)
14 NussinovTraceback(k + 1, j, M, SecStruct)
15 break
16 end
17 end
18 end
19 end
20 return SecStruct
21 end

A continuacién, se muestra un ejemplo paso a paso que detalla el

funcionamiento del algoritmo de Nussinov.

Ejemplo 3.1. Mediante el algoritmo de Nussinov, determine la estructura
secundaria para la cadena r = AACUCCGUUA. Considere una longitud minima

del bucle | = 2.
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Paso 1. Se inicializa la matriz m xm (donde m representa la longitud de la cadena r).
Como | = 2 los valores de las primeras dos diagonales se asignan en 0 (consideramos

las diagonales iniciando con indice 0) .

Ag Ay Gy Uz Cy G5 Gg Uy Ug Ag
Ay 00
Al 00
Cs 0 0
Us 0 0
Cy 0
Cs
G 0
Uy 0
Us
Ag

0
0 0
0
0
0 0
0
Figura 3.3: Inicializaciéon de la matriz de Nussinov para r = AACUCCGUUA.

Paso 2A. Calculo de la segunda diagonal (Figura 3.4).

Ag Ay Cy Uz Cy C5 Gg Uz Ug Ag
Ao 0 0 {0
A 0 0 0
Cq 0 0
Us 0
s My =0 « Cy
Cs
Ge
Uy
Us
Ag

= Myip=01

o oo
o oo

L] MLl:O—F(S(Z,j):O /

oS OO
o oo
o oo
o oo

Figura 3.4: Calculo de la segunda diagonal. Para determinar el valor de la posicion
My 2 se obtiene el valor maximo de las posiciones M o, Mo1y M.
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Paso 2B. Calculo de la tercera diagonal (Figura 3.5).

AO A1 CZ US C4 C5 G6 U7 U8 A9
Ag 0 0 0 i1
Al 000 0
Cy 0 0
Uy 0
» Mys=0 Cy

« Miz=0 |

o O OO

» Mip=0+40(i,7) =1 /

oS oo o
o O OO
o O oo

Figura 3.5: Calculo de la tercera diagonal. Para determinar el valor de la posicion
M 3 se obtiene el valor maximo de las posiciones M; 3, Moo y M 2.

Paso 2C. Calculo de la cuarta diagonal (Figura 3.6).

AO A1 C2 U3 C4 C5 G6 U7 Ug Ag
Ay 0 0 0 11

» Mze=1 1] Ay 00 0 00
. ]\4275 =0 « CQ 0 0 0 O 'L:_l_l'
o Us 0 0 0 11
= Mz5=0+0(ij)=1 C, 00 0 00
Con k = 3 en las posiciones M; i, My ; Cs 00 000
6 0 0 0 0
Mys=0 <y Myg=0 | U; 0 0 O
Us 0 0
Ay 0

Figura 3.6: Calculo de la cuarta diagonal. Para determinar el valor de la posiciéon
M, ¢ se obtiene el valor maximo de las posiciones Msg, M5, M35 y el maximo de:

{(Ma3, Mys)}.
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Paso 2D. Célculo de la quinta diagonal (Figura 3.7).

Ag Ay Gy Uz Gy Cs5 Gg Uz Ug Ag

" Mis =0 A 00 0 11!
- Mos—1 A 0000 01
« My, = 046(,5) =0 G 00 0 0 1.1
’ ’ Us 000 1 1.1
Con k = {1,2} en las posiciones M;y, Ca 00 0+0, 0.0
Mi11,5 Cs 0.0 0 0 O
Geg 0 0 0 O
Mor =0 <y My =0 | U, 0.0 0
Moy =0 <y Msys=0 | Us 0 0
Ay 0

Figura 3.7: Célculo de la quinta diagonal. Para determinar el valor de la posicion
My 5 se obtiene el valor maximo de las posiciones M 5, Mg 4, M; 4 y €]l maximo de:

{(Mo,la M2,5>7 (M0,27 M3,5)}'

Paso 2E. Calculo de la sexta diagonal (Figura 3.8).

» Myr=1 | Ag Ay Gy Uz Cy G5 Gg Uz Ug Ag

- Mig=1 « Ay 000 0O 1 1 11 .

A 0l0 oo 12

n Mg =1+40(i,)) =2 C, 00001 1 1

Con k = {2,3,4} en las posiciones M, y, Us 0]0/0| T mygtl
Mipr . 0000 0 0
Cs 0,00 0 O
Mio=0 <y M»=1 | Ge 0 0 0 0
U 0 0 0
Miz3=0 <y My7z=0 | UZ 010
Mys=0 <y Ms7=0 ] Ay 0

Figura 3.8: Célculo de la sexta diagonal. Para determinar el valor de la posicion

M, 7 se obtiene el valor maximo de las posiciones Mj 7, Mg, Myg y el maximo de:
{(Mi2, M3 7), (M3, Maz), (M4, Ms7)}.
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Paso 2F. Calculo de la séptima diagonal (Figura 3.9).

= Mpgy =11
AO Al C2 U3 C4 C5 G6 U7 U8 A9

= Man =2 « Ad 00011 1 12

-l

= Men=1+0(,))=2 ./ Ay 00 o R0 112 2]
iones 1 Cy 00 0 0 1 1 181
f/([jilk‘_ {2,3,4,5} en las posiciones M, Us SFITIREER - =
’ Cy 00 00000 0
Mpugy =0 <y Mggy =1 | Cs 0,0 0.0 0
Ge 00 0 0
Mauz =0 <y Mugy=0 | U. T
Muay =0 <y Msgy =0 | Us 0 0
Ay 0

M(1,5) =0 <y M(G,s) =0 |

Figura 3.9: Célculo de la séptima diagonal. Para determinar el valor de la posicion
M, g se obtiene el valor maximo de las posiciones Mg, M, 7, My 7 y el maximo de:
{(M1,27 M3,8>7 (M1,37 M4,8)7 (M1,47 M578)7 (M1,57 Mﬁ,B)}'

Paso 2G. Célculo de la octava diagonal (Figura 3.10).

= Magy =2 |
. M(U,?) =2 Ay A, Cy Uz Cy Cy G6 U; Ug Ay
« Map =2+03ij)=3 Ao 0 700 0 FERL 1 172 i3]
Aq 0O 00 0 01 2 22
Con k =7{1,2,3,4,5} en las posiciones (, 00 0 0 1 1 1 1
M; g, My, Us 00 0 1 1 1 1
Cy 0O 0 0 00 O
Moy =0 <y Mog =1 |
O Y s Cs 000 0 0
Moz =0 <y Mzgy =1 | Ge 00 0 0
U 0 0 O
Mgz =1 <y Muyg =0 | U; 00
Mgy =1 <y Msgy=0 | Ay 0

M(0,5) =1 <y M(G,s) =0 |

Figura 3.10: Calculo de la octava diagonal. Para determinar el valor de la posiciéon
My g se obtiene el valor maximo de las posiciones M, g, My 7, M; 7 y el maximo de:
{(M0,17 M2,8>7 (MO,27 M3,8)7 (M0,47 M5,87 (M0,57 M6,8>}‘
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Paso 2H. Célculo de la novena diagonal (Figura 3.11).

= Mug =21
u M(mg) =3

» Magy=2+6(i,5) =2

Ao

Con k = {1,2,3,4,5,6} en las posiciones A
Mgy Myt Cy
Us

Moy =0 <y Mpg =1 | o
M2 =0 <y Mzg =1 | Cs

Ge

Moz =1 <y Mug =0 | U
Mgy =1 <y Mzg =0 | Us

Ag

M(0,5) =1 <y M(6,9) =0 |

Mg =1 <y Mg =0 {

AO A1 CQ U3 C4 C5 G6 U7 Ug Ag

0 0 01
0 0 0
0 0

0

1

0
0
0
0

1

o o o o O

1

O OO = =

2

S O OO =N

O O O O O = =

OO O O FCimEaN — R

Figura 3.11: Calculo de la novena diagonal. Para determinar el valor de la posicion
My o se obtiene el valor maximo de las posiciones M g, Myg, M; g y el maximo de:

{<M071a M2,9)7 (M0,27 M3,9)7 (MO,37 M479)a <M074a M5,9)7 (M0,57 M6,9)7 (MO,67 M779)}'

Paso 3. Obtencion del plegamiento.

La estructura resultante S, se obtiene mediante el Algoritmo 3.2, este inicia

en la parte superior derecha M, la cual corresponde con el nimero maximo de

pares-base plegados y continda hasta que el valor de la posicion ¢ es menor al valor

de j (Figura 3.12).
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A() A1 CQ U3 C4 C5 G’G U7 Ug Ag

Ag O 0 0 1 1 1 1 251383
Alb 000 0 0 11252 2
Cy 000 0 0 1 1 1 1
Us 00 01 11
Cy 00 0 0 0 O
Cs 0 0 0 0 0
Gg 0 0 0 O
Uy 0 0 0
Usg 0 0
Ay 0
1. Inicia con ¢ = 0, j = 9 se cumple la segunda condiciéon M, ; == M, ;_1, por lo

tanto los nuevos valores de entrada son: ¢ =0, j =8:

2. Entra i =0, j = 8 se cumple la tercera condicion M, ; == M1 j_1 + (1, 7),
por lo que se agrega el par (0,8) a S, y los nuevos valores de entrada son:
i=1, j=T1.

3. Entra ¢ = 1, j = 7 se cumple nuevamente la tercera condiciéon M;; ==
M1 j-1+6(i,7), se agrega el.par (1,7) a S, y se asignan los nuevos valores
de entrada: ©+ = 2, j = 6.

4. Entra ¢ = 2, j = 6 se cumple la primera condicion M; ; == M, ;, por lo que
se asignan los nuevos valores de entrada: i = 3, j = 6.

5. Entra ¢ = 3, j =6 se cumple la tercera condicion M;; == M,y 1 + (i, )
por lo que se agrega el par (3,6) a S, y se asignan los nuevos valores de entrada:
i=4, j=05.

6. Entrai =4, j = 5 se cumple la primera condicion M; ; == M;;4 ;, por lo que

se asignan los nuevos valores de entrada: i =5, j = 5.

7..Emtra ¢« = 5, 7 = 5 no se cumple con lo condicién inicial ¢ < j, por lo cual
termina el algoritmo.

Figura 3.12: Ruta de la puntuacién maxima de la estructura secundaria y llamadas
recursivas del Algoritmo 3.2.

A partir del resultado mostrado en la Figura 3.12, se obtiene que la estructura
secundaria S, esta formada por los pares de indices {(0,8), (1,7), (3,6)}. Estos
indices representan los pares base complementarios A-U, A-U, U-G obtenidos

durante el plegamiento, la Figura 3.13 representa la estructura correspondiente.
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10

Figura 3.13: Estructura secundaria para S, = {(0,8), (1,7), (3,6)}.

Si en el ejemplo anterior se da prioridad a los pares Watson-Crick sobre los
tipo Wobble, o estos tltimos no se consideran. El algoritmo obtiene una segunda
solucion optima, que estaria formada por los pares de indices {(0,8),(1,7),(2,6)}

sobre la matriz de la Figura 3.12.

La segunda solucion (Figura 3.14), al igual que la primera tiene un méaximo de
tres pares base complementarios. La diferencia topolégica entre ambas estructuras
es que en la primera se forma una protuberancia entre los pares pase A-U y U-G.

Mientras que en la segunda se forma una hélice desde el par base A-U hasta el par

C-G.

C

U
c-G

C

AU
U
® A

10

Figura 3.14: Estructura secundaria para S, = {(0,8), (1,7), (2,6)}.
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3.1.2. Algoritmo de Zuker

El algoritmo de Zuker (Zuker y Stiegler, 1981), se basa en el algoritmo de
Nussinov. La idea principal de este es que cada par base agregado a la estructura
secundaria reduce la energia libre, mientras que subestructuras como bucles y
protuberancias la desestabilizan (es decir, incrementan la energia); de esta manera

el algoritmo obtiene una solucién 6ptima.

El modelo de contribuciéon de energia utilizado por el algoritmo, es el modelo

de Turner y Mathews, visto en el Capitulo 2.

La idea matematica del algoritmo es calcular las posibles energias para cada
subsecuencia 9; ; dada. La Ecuacion 3.4, representa la minima energia libre de todas
las posibles estructuras formadas de la subsecuencia S; ;, denotada por W (i, 7). Por
otro lado, la Ecuacion 3.5, es la minima energia libre de la subsecuencia S; ; donde
S; vy S; son pares base complementarios entre si, denotada por V (7, j). En caso de
que S; y S; no sean complementarios, V (7, j) = oco. Para subsecuencias S; ;, donde

j — i =4, la energia W(i,j) =00 (Ecuacion 3.3).

W(i,j) =00, Vi,jeonj—d<i<j<n (3.3)
( . .
Wi+ 1,7)
W(i,j) = min o (3.4)
V(i, )
| Wi,9) = mimice; {W (i k) + Wk +1,5) }

[ eh(i, j)
V(i,§) = min es(i’j? + Vitlj=1 (3.5)
VBI(i,j)

VM(i, j)
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Donde, V BI es la minima energia entre una protuberancia y un bucle interno:
VB[<27 ]) = mini<k<l<j{eb(i7jv ka l) + V(k7 l)a ei(ia ja ka l) + V<k7 l)}

y VM, representa la energia por la formacién de un bucle miltiple:

VM@, j) = mini<k<]~_1{W(i FLE) Wk 1,5 — 1)}

A continuacién, se enlistan las contribuciones energéticas de 'V y V BI:

» ch(i,j): es la contribucién energia dada por la formacion de un bucle en
horquilla acotado por el par base (i, j), ver Subseccion 2.2.1.

= es(i,7): es la energia por la formacion de una hélice con el par base (i, j), ver
Seccion 2.1.

» eb(i, 7, k,l): energia por la formacion de una protuberancia acotada por los
pares base (i,7) y (k,1), para i<k < [ < j, ver Subseccion 2.2.2.

» ¢i(i,j): es la contribucion de energia, debida a la formacion de un bucle
interno acotada por los pares base (i,7) y (k,l), para i < k < | < j, ver

Subseccion 2.2.3.

El algoritmo de Zuker tiene un orden de complejidad en tiempo O(n?) y
espacio O(n?) (Zuker y Stiegler, 1981), pero al restringir el tamafio maximo de un
bucle interno o protuberancia a 30 bases libres, el orden de complejidad en tiempo

de ejecucion reduce a O(n?) (Huson, 2006).

A continuacién, en el Algoritmo 3.3 se muestra el proceso del algoritmo de
Zuker, se puede observar que las matrices W y V se llenan simultdneamente, de
forma similar al del algoritmo de Nussinov. En el Algoritmo 3.4, se muestra el
proceso para obtener la estructura secundaria, a partir de los valores energéticos de
la matriz V. M. Andronescu en (Andronescu, 2003), agrega una estructura de datos

Vas asociada a la matriz V', que incluye los valores de energia de V' y la informacion
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de la estructura: tipo (hélice, bucle en horquilla, bucle interno o bucle multiple),

pares base de cierre y longitud.

Algoritmo 3.3: Zuker

1 Entrada: Una cadena r = {rg,...,7,—1} donde r; € Y,y v un entero !
que representa el tamano minimo del bucle.
Salida: La estructura secundaria S, en formato DotBracket.

Zuker (r,1)

4 | n= Length(r)
SecStruct = ()

N

w

6 Inicializar : W(i,j) =V (i,j) =00, Vi,jconj—4<i<j<n
for k=1 ton do

for 1 =0 ton—k do

9 j=1i+k

10

Wi+ 1,9)
Wi, 7 =1
W(i,j) = min V(g',j?) )

W (i7) = mini<k<j{W(i, k) + W (k + 1,j)}

11 end

12 end

13 Call ZukerTraceback(0,n — 1, Vg, SecStruct)
14 | dot_bracket={"",...,n}

15 foreach s € SecStruct do

16 dot _bracket[min(s)] =" ("

17 dot _bracketmax(s)] =7)"

18 end

19 return dot _bracket

20 end
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Algoritmo 3.4: Zuker Rastreo

1 ZukerTraceback (i, j, Vys, SecStruct)

2 if + < j then
3 if Vys(i,j).type == HAIRPIN then
4 ‘ SecStruct = SecStruct U{(i,j)}
5 else if Vy(i, j).type == STACK then
6 SecStruct = SecStruct U {(i,7)}
7 ZukerTraceback(i + 1, j — 1, Vg, SecStruct)
8 else if V,(i,j).type == INTERNAL or V,(i, j).type == BULGE
then
9 SecStruct = SecStruct U{(i,j)}
10 ZukerTraceback(Vys(i, 7).k, Vas (2, 7).1, Vas, SecStruet)
11 else if V(i j).type = MULTIPLE then
12 SecStruct = SecStruct U{(i,j)}
13 fork=i+1toj—1do
14 if M(i,5) == M{(i,k)+ M(k+1,7) then
15 ZukerTraceback(i, k, Vys, SecStruct)
16 ZukerTraceback(k + 1, 7, Vi, SecStruct)
17 break
18 end
19 end
20 end
21 end
22 return SecStruct
23 end

En la Figura 3.15, se muestra el resultado de la matriz W, para la secuencia
de ARN r = AAACAUGAGGAUUACCCAUGU. Notese, que algunos valores estan
resaltados; estos valores se utilizan para ejemplificar como se determina el valor (i, j),

que en-este caso es la posicion (0, 20). Siguiendo la Ecuacion 3.4:

Wi +1,5) = W(1,20) = —4.4

Wi, j—1)=W(0,19) = —1.1

V(i,j) = V(0,20) = 0.2

W(i,j) = mz’ni<k<]~{W(i, k) + W (k + l,j)}

Con k ={1,2,3,4,5,15,16,17,18} : W (i, k) = co. Mientras, que para k = {6,...,14}:

W,6) + W(z,20) = 5.4
W, + W0 =71
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*

O\

s

O

Wio,s) + W20y =98
Wios) + W) = 7.2
Wo,10) + Wiii200 =7
Wo,1) + W) =7

W,2) + W0 =7
W0,13) + Wia,20) = 8.1
W0,14) + Wiis.20) = 9

De esta forma, el valor para M(0,20) es -4.4

Ap A1 Ay C3 Ay Us Gg A7 Gg Gg Ao U11 Uiz A13 C14 Cis

Ao 0O 00 00 00 0O m 3 3 16

A oo oo oo o0 67676732 3 3 3 3 3 -0.4

Ao 0o o0 o0 o0 oo o0 32 3 3 3 3 -0.4-0.4-0.5-1.1-4.4
Cs 0o 0o oo oo oo 4.3 41 41 41 41 1.6 -0.4-0.4-0.5-1.1-3.3
Ay 00 oo oo o0 oo 6 4 3.9 16 -04-04-05 -1 -1
Us 0o 00 00 00 6‘8 &5.4 4.7 1.6 -0.4-0.4-0.4-0.4-0.4
Go 0 0o oo X\.‘@"&z 5.5 55 1.6/-0.4-0.4-0.4-0.4 0.4
Ar oo ! oo 6.9 6.1 6.1 1.6 -0.4-0.4-0.4-0.4

Gs oo oo oo 6868 29 1.3 13 13 1.3

Gog 00 00 o0 oo oo 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6

Ao 0o 0o 0o o0 oo oo oo 82 59

Ui co 00 o0 o0 oo oo 8259 4

Uis 0o oo 0o oo oo 88 5.9

Ais 00 00 00 o0 oo 6

Cia oo oo oo oo oo 5.1

Cis 0o ooloco oo 6

Cie 00 00 00 00

Aqz 00 00 00
1 00 | 0o

00

'
e

La estructura secundaria S, se obtiene a partir de la matrices V'y Vy, (Figuras 3.16
y 3.17), mediante el uso del Algoritmo 3.4. A diferencia del algoritmo de Nussinov, en el
cual el rastreo de la estructura se inicia en la posicion (0,n — 1); con Zuker se inicia en la
posicion en donde se encuentre la menor energia, en este ejemplo es la posicion (2,20) de

la matriz V. Este valor V|3 99) = —5.8, corresponde con la energfa libre en kcal /mol, de la

estructura secundaria resultante.
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Ao A1 Az C3 Ay Us Gg A7 Gg GgA10U11U12A13C14C15C16A17U18G19U20

0o 00 4.2 44 co o0 oo oo oo 4.2 co 0.2
00 00 5.3 4.6 co o0 oo oo oo 3.8 co 2.2
oo 00 5.56.2 co oo oo oo oo 3.4 oo -5.8
4.2 co 00 00 00 o0 00 o0 oo oo -3.6 co
oo o0 3.8 4.8 co oo oo oo oo -1.5 00 2.8
6.24.9 c0 o0 3.9 o0 oo o0 -0.4 00 4.2 o0
oo o0 5.8 4.9 oo 4.8 8.1 1.7 0 4.1 oo 4.3
oo o0 6.2 58 co oo oo o0 oo 5 oo 4.3
oo oo o0 3.2 1.23.9 oo 55 co 4.1
oo oo 4.5 7273 oo 58 oo 4
0o o0 oo oo oo 5.6 co 3.6
oo oo oo oo 8.6 oo 5.1 oo
co oo oo oo 81 oo 4.5 oo
o0 00 00 oo .
oo 0o oo %
oo oo
o0

\\O
0\< ’
Ag Ay Ay C3 Ay Us Gg A%AloUuU12A13014015016A17U18G19U20
H I s B B

1

Figura 3.17: Matriz Vs procesada por el algoritmo de Zuker. Las hélices estan
representadas por el caracter S, las horquillas por H, las protuberancias por B y
finalmente los bucles internos estan representados por el caracter 1.

A partir, de la posicion inicial (2, 20), las llamadas recursivas del algoritmo son las

siguientes:
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1. Vys(2,20) == S

» S, U{(2,20)}

» ZukerTraceback(3, 19, Vg, S;)
2. Vis(3,19) == S

= S, U{(3,19)}

» ZukerTraceback(4, 18, Vys, S;)
3. Vis(4,18) == S

. S, U{(4,18)}

» ZukerTraceback(b, 17, Vys, S;)
4. Vgy(5,17) == 8

w S, U{(5,17)}

» ZukerTraceback(6, 16, Vys, S;)
5. Vis(6,16) == B

= S, U{(6,16)}

» ZukerTraceback(8, 15, Vys, S;)
6. Vis(8,15) == S

= S, U{(8,15)}

» ZukerTraceback(9, 14, Vs, S,)
7. Vis(9,14) == H

» S, U{(9,14)}

= Termina el algoritmo

De la ejecucion del algoritmo 3.4, se obtiene S, = {(2, 20), (3, 19), (4, 18), (5, 17),
(6, 16), (8, 15), (9, 14)}. En la Figura 3.18, se muestra la estructura secundaria obtenida

a partir de S;.

3.1.3. Algoritmo de Akutsu

El algoritmo de Akutsu maximiza el niimero de pares base e incluye la prediccion de
pseudonudos simples con un tiempo de ejecucion O(n*) y espacio O(n?) (Akutsu, 2000).
En (Kravchenko, 2009) se propone una modificacion al algoritmo de Akutsu que incluye
el modelo termodindmico de minimizaciéon de energfa libre y reduce la complejidad del

espacio de O(n3) a O(n?), manteniendo el tiempo de ejecucion en O(n?).
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g, Y
A-G "c-A
G, .©
C
u,
A
AC
c. Y
G
A.
A" u 20

A S CCCCGCC))))) )

Figura 3.18: Estructura secundaria y mnotaciéon Dot-Bracket para r =
AAACAUGAGGAUUACCCAUGU.

El algoritmo bésico incluye 3 matrices tridimensionales: Sy, Sg vy Sis, y una matriz

bidimensional S:

» S1(i,7,k) es el nimero maximo de pares de bases en un pseudonudo para Sig..ko|

dado que (i,7) es un par de bases:

Sp(i—1,7+1,k)
Sr(t,g, k) = 6(ri,rj) + max Sy(i—1,7+1,k) (3.6)
SR(Z - 17] + 17 k)

1 Si (rj,7;) es un par base
6(”7 Tj) =
0 en otro caso

= Sg es el nimero maximo de pares de bases debajo en un pseudonudo para S|ig..ko|

dado que (7, k) es un par de bases:

SL(iu.j + 17 k - 1)
Sr(i,4.k) = 6(ri,r;) + maxs Sp(i,j+ 1,k —1) (3.7)
Sr(i,j+ 1,k —1)

= Sy es el namero méximo de pares de bases debajo del triplete (i, j, k) en un
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pseudonudo para S|ig..ko| dado que (7, j) v (j, k) no son base pares:

Su(i—1,7,k), S, j+ 1,k), Sa(d, j, k — 1)
SM(ivjv k) = max SL(Z - 17j7 k)a SL(Zaj + 17k) (38)
SR(ivj + 1ak)7SR(i7j7 k— 1)

= S(ig, ko) representa la puntuacion 6ptima para un pseudonudo en la region (ip,ko):
S(i(]v kO) = MaT;,<i<j<k<ko {SL(Za ja k)a SM(Za ja k)a SR(i7j7 k) (39)

Para calcular los valores de las matrices Sr(i,7,k), Sr(i,J5k) v Swm(i,j,k), se

requieren algunas restricciones iniciales (Wong, 2004):

Sr(io —1,7,7 +1) = 6(S;, Sj+1) ¥ (1)
Sr(io—1,7,j) =0 A (2)
Se(i, 4, 7) = 0(S5:,.55) Vip<i<j (3)
Sp(ip—1,5,k) =0 Vk=j+1, k=3 (4)
Sa(io—1,4,k) =0 Vk=j+1, k=3 (5)

En la Figura 3.19, se muestran estos casos base. El caso (3) corresponde a la imagen

izquierda, el caso (1) a la imagen central y el caso (2) a la imagen derecha.

Figura 3.19: Representacion de las ecuaciones Sy, Sy v Sg.

En este trabajo de tesis, se hace uso de la implementaciéon del codigo propuesto en

(Kravchenko, 2009), para el algoritmo de Akutsu.
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3.1.4. Algoritmo de McCaskill

Al algoritmo de McCaskill (McCaskill, 1990), convierte la energia libre AG en
probabilidades utilizando la ecuacion de Gibbs-Boltzmann sumando las probabilidades
de todas las posibles estructuras para una secuencia, en lugar de solo elegir estructura con
la energia minima. Esta suma de las probabilidades de cada una de las estructuras que
contienen el par base (i, j), dividida entre la suma de todas las estructuras, se.interpreta

como una estimacion de confianza del par base (7,7) (Durbin et al., 1998).

El algoritmo hace uso de tres matrices de tamano n x n (donden es la longitud de
la secuencia de ARN): Q, Q" y P. Donde, @ es la funcion de particién de la subsecuencia
S;....; (Ecuacion 3.10), Q" la funcién de particion de la subsecuencia cuando S; y S; forman
un par base complementario (Ecuacion 3.11), finalmente, P es la suma de probabilidades

para el par (i,j) (Ecuacion 3.12).

Qij=Qij1t > QiraxQp (3.10)

i<k<(j—1)

Donde, [ es la longitud minima del bucle.

itisiq X exp(—FEyp,/RT) Si (s;,s;) es un par base
szj _ {Q +1,5-1 p(—Epp/RT) (si> 5;) p (3.11)

0 en otro caso
Donde, Ejp, es la energia del par base, en nuestra implementacién del algoritmo,
hacemos uso de los parametros de la Tabla 2.1. R = 1.9872 x 1072 es la constante del gas

y T'=310.15 K es la temperatura.

b b
Qo1 X Q7 X Qjtam £ Y Bx exp(—Epp/RT) X Qpi1,i-1 X Q1 X Qjy1,4-1
- p,q

bp
QO,TL p<2’]<q p,q

P ;

(3.12)

A continuacion, se muestra el algoritmo de McCaskill (Zhao y Sahni, 2020):
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Algoritmo 3.5: McCaskill

1 Entrada: Una cadena r = {ro,...,7,—1} donde r; € }~ ,pn ¥ un entero [ que
representa el tamano minimo del bucle, constante del gas R, temperatura 7'
2 Salida: La matriz de probabilidades P.

3 McCaskill(r,l, R, T)

4 fori=n—1to0do
for j=i+1 tondo

6 Qi,j) =Qi,j — 1)

7 for k=i toj—1do

8 Q¥(k,5) = QUk +1,§ — 1) x eap(—Eyp/RT) * 5(k, j)
5 Q(i,5) += Qi) (k — 1) x Q™ (k,j)
10 end
11 end
12 end
13 end

14 for i =0 ton do

15 for j=i+1tondo

16 ifi>j—1ord(i,j) == 0 then
17 ‘ continue

18 end

19 rs = Q"(i,§)

20 if ¢ > 1 then

21 ‘ rsx= Q0,7 — 1)

22 end

23 if j +1 < n then

24 | rs*x=Q(j +1,n)

25 end

26 rs/ = Q(0,n)

27 for p =0toi do

28 forg=j+1tondo

29 s = P(p,q) + Q(i, )
30 if p+1 < then

31 | sx=Q(p+1,i—1)
32 end

33 if j+1 < q then

34 | sx=QU+1,¢-1)
35 end

36 s x= exp(—FEy,/RT')

37 s /=Q"(p,q)

38 TS +=35

39 end

40 end

a1 P(i,j)=rs

42 end

43 end
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3.2. Algoritmos Metaheuristicos

3.2.1. Algoritmos Genéticos

El desarrollo de los algoritmos genéticos (AGs, en singular AG) se remonta a la
década de 1960, sin embargo, fueron popularizados en los 90s por Holland. Los AGs, se
han aplicado principalmente en dos areas de investigacién: optimizacién en la que se utiliza
la metafora en la que el problema representa entorno y las soluciones viables se consideran
individuos de ese entorno; y en el estudio de la adaptacién en sistemas complejos, en
donde se simula la evolucion de una poblacion y su adaptacion en el tiempo (Sivanandam

y Deepa, 2008) (Du y Swamy, 2016).

Para que los AG encuentren la mejor solucién, es necesario realizar ciertas
operaciones sobre estos individuos, asi como la correcta interpretaciéon de la terminologia

de AGs en el disenio del algoritmo.

3.2.1.1. Terminologia de AGs
Poblacién

Una poblacion es un eonjunto finito de individuos a evaluar (Definicion 3.1). Dos
aspectos importantes sobre las poblaciones que se consideran dentro de los AGs son: el

tamano de la poblacién y la generacién de la poblacién inicial.

Definicién 3.1 (Poblacion). Un conjunto de individuos P = {x1,x2,...,x,}, donde z;

es 1-ésimo individuo y n es el tamano de la poblacion.

El tamano de la poblacion depende de la complejidad del problema a resolver.
La poblacién inicial deberia ser tan grande como sea posible, a fin de explorar todo el
espacio de busqueda. En la mayoria de los casos, esta poblacién inicial se crea de manera
aleatoria, aunque hay problemas en los que es posible crearla mediante alguna heuristica

o preprocesamiento (Sivanandam y Deepa, 2008).
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Individuo

Un individuo es una solucién viable del problema que se intenta resolver. Cada
individuo se representa mediante un cromosoma. Un cromosoma, es un conjunto de
parametros (genes) que definen una solucién al problema, en donde, cada gen codifica

un parédmetro del problema.

Genotipo y Fenotipo

Un genotipo representa una solucién codificada, es decir, el cromoesoma de un
individuo. Mientras, que el fenotipo es el conjunto de caracteristicas de un individuo
(aptitud y genotipo). En nuestra aplicacion de los GAs a la prediccion de estructuras
secundarias de ARN, el genotipo son las hélices que construyen un individuo, y el fenotipo

es la estructura secundaria y su energia libre (aptitud).

Aptitud

La aptitud de un individuo, es el valor de una funciéon objetivo (en nuestro caso,
corresponde con la minimizacién de-energia libre para la prediccién de una estructura
secundaria). Para calcular la aptitud; primero se debe decodificar el cromosoma y evaluarlo

en la funcién objetivo.

Codificacion

La codificaciéon es el proceso, por el cual se representan los genes de un individuo.
Puede realizarse utilizando bits, nameros, cadena o cualquier otro objeto. En nuestro caso
de estudio, la codificacion se hace mediante nimeros enteros, que sirven como identificador

de cada hélice.

3.2.1.2. Operadores Genéticos
Seleccion

La seleccién es el proceso de elegir a dos individuos de la poblacién inicial para
cruzarlos y generar descendientes que pasen a la siguiente generacion (los individuos
seleccionados se conocen como parental). El propésito de la seleccion es enfatizar a los
individuos més aptos de la poblacién con la esperanza de que sus descendientes tengan

una mayor aptitud (Sivanandam y Deepa, 2008).
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Cruza

La cruza es el proceso en el cual dados dos individuos, estos se recombinan para
producir descendencia. A partir, de esta descendencia la poblacién se puede enriquecer con

individuos de mejor aptitud.

Mutacion

La mutacién evita que el algoritmo quede atrapado en un minimo local, recuperando
genes perdidos. Este operador, requiere de un solo parental para producir un-descendiente,
normalmente se selecciona una posicién aleatoria de un cromosoma aleatorio y se reemplaza

el gen correspondiente por otro (Du y Swamy, 2016).

3.2.2. Algoritmos GAknot, GA-GRASP y RNAknot

En los dltimos afios se han propuesto una variedad de algoritmos genéticos, como
GAknot (Tong et al., 2013), el cual genera un conjunto de hélices mediante un enfoque
similar al del algoritmo Nussinov. Después, a partir de este conjunto de hélices se genera
la poblacién inicial, en donde cada individuo se crea a través de las permutaciones de las
hélices previamente encontradas, los genes de cada individuo estdn representados por cada
una de las hélices. Finalmente, se aplican los operadores genéticos de selecciéon, cruza y

mutacién para obtenerla solucién.

El algoritmo propuesto en (Fatmi, Chentoufi, Bekri, Benhlima, y Sabbane, 2017)
(GA-GRASP) combina un algoritmo genético y la metaheuristica. GRASP (Greedy
Randomized Adaptive Search Procedure), en combinacién del modelo termodinamico de
energia libre. El algoritmo RN Aknot (El Fatmi, Bekri, y Benhlima, 2019) es una mejora
del algoritmo GA-GRASP que incluye la predicciéon de todos los tipos de subestructuras
bésicas (Figura 1.3, Subseccion 1.4.2) y dos tipos de psedudonudos: simple (H-type) y
Kissing-Hairpin, con un orden de complejidad O(n?) + O(k x nbs), donde k es el ntimero
de iteraciones y nbs es el nimero de individuos en la poblacién. En la Figura 3.20, se

muestra el diagrama de flujo basico de estos AGs mencionados.
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Secuencia de ARN ‘)[

posibles hélices

Generar la lista de J

A

4
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poblacion inicial
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Calculo de aptitud y W,
Seleccion de individuos J‘

¢, Se cumple el
criterio de paro?

Cruza H Mutacién }

\ 4
Aplicar heuristica:
GRASP, Busqueda Local

Figura 3.20: Diagrama de flujo del algoritmo genético bésico.

Los algoritmos GAknot, GA-GRASP y RNAknot siguen una idea similar en el
proceso de creacion los individuos que conforman la poblacion inicial. En la Figura 3.21,

se ilustra este proceso:

= Construccion de la matriz: se crea una matriz triangular M de tamaiio n X n,
donde n es la longitud de la cadena de ARN (5). Posteriormente, se procede al llenado
de la parte inferior; se asigna un 1 en M(; ;) si S; y S; son pares base complementarios

y 0 en-otro caso.

= Lista de hélices: se hace un barrido de la matriz M para identificar diagonales
con 1’s consecutivos (la cantidad de 1’s consecutivos debe ser mayor o igual 3). Una
vez identificadas las diagonales, estas se representan mediante una triada de enteros
(inicio, fin, longitud). Adicionalmente, se tiene la restriccion de la longitud minima
del bucle en horquilla (1) que podria formarse en la estructura (se considera como
longitud minima de 3, ver Tabla 2.2). El valor de [, lo obtenemos de la siguiente

forma:

bp; = inicio + (longitud — 1)
bp; = fin — (longitud — 1)

Iy, = bpj — (bpi + 1)
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Con esta informacién, se representa la estructura secundaria de la hélice en
formato Dot-Bracket. Para ello, se crea una cadena de longitud n (S,, conformada
inicialmente por '."), en donde los simbolos "' son remplazados por '(' y ') en las
posiciones de las bases complementarias, es decir, desde la posicién de inicio de la
triada (izquierda a derecha) hasta [ elementos (longitud) y desde la posicion final
(derecha a izquierda) menos [ elementos. En la figura, se observa que la triada que

no tiene un indice, no cumple la restricciéon de I, > 3.

Individuo: para la creacién de un individuo, primero se define el tamafio del
cromosoma. Una vez definido, cada gen que conforma el cromosoma es el identificador
una hélice, de la lista encontrada previamente. La estructura secundaria de cada gen,
se lee de izquierda a derecha, asi, si dos hélices se sobreponen (es decir, existen pares
base comunes en ambas hélices), la hélice de la izquierda conserva todos los pares

base, y la hélice derecha solo conserva aquellos pares base que no se sobreponen.

Poblacién: la poblacién inicial, se crea -a partir de las permutaciones de los
identificadores de cada hélice. Al tratarse de permutaciones, el nimero de posibles
individuos con cromosoma de ‘longitud n, donde n es la cantidad de hélices
encontradas, seria n!. Para evitar el problema combinatorio, se crean cierto ntimero
de permutaciones (tamano-de la poblacion) aleatorias entre el identificador minimo

y méaximo de las hélices.

Por ejemplo, si se tienen los identificadores de hélice {1, 2, ..., 10}, para cada
individuo se generan nimeros aleatorios diferentes en ese rango (tantos como la
longitud del cromosoma), en donde cada nimero seria el identificador para una
hélice. Para prevenir la generaciéon de individuos con baja aptitud, una heuristica

simple, es dar prioridad a las hélices con menor energia libre.
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Figura 3.21: Proceso de creacion de la poblacion inicial de un algoritmo genético:

a) construccion de la matriz, b) lista de hélices, ¢) poblacion, d) individuo. Figura
adaptada de (Shahidul Islam y Rafiqul Islam, 2020).

3.2.3. Algoritmo Genético Propuesto

En la presente investigacion, proponemos la implementaciéon de un Algoritmo
Genético para la prediccion de estructuras secundarias de ARN utilizando el modelo
termodindmico de energia NNDB e incorporando ideas de otros algoritmos del estado
del arte. Las etapas principales del algoritmo son: determinar posibles hélices, generacién

de la poblacién e iteracién.

3.2.3.1. Determinar posibles hélices

En esta etapa determinamos las hélices que podrian formar parte de la estructura
secundaria, utilizando una heuristica simple; la cual consiste en elegir las hélices con base

en la probabilidad de ocurrencia de los pares base (i,j) en la secuencia de ARN. De
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igual manera que en los algoritmos antes mencionados, utilizamos la restricciones sobre la

cantidad minima de pares base [ y la longitud minima del bucle [j,.

Para determinar la probabilidad de cada par base, utilizamos las funciones de
particion de equilibrio del algoritmo de McCaskill (Algoritmo 3.5). Después de obtener
la matriz de probabilidades, buscamos las diagonales con valores consecutivos (diferentes
de cero), empezando desde la parte superior derecha hasta la parte inferior izquierda. Si
en la diagonal contiene al menos [ valores consecutivos, se guarda el arreglo.de enteros
representativo de la hélice (7, j,1,p), donde i, j son las posiciones de inicio de la diagonal,

[ la cantidad de valores consecutivos y p es la probabilidad (Algoritmo 3.6).

Algoritmo 3.6: Hélices por probabilidad

1 Entrada: Una secuencia de ARN r, la matriz de probabilidades m, el tamafio
minimo del bucle [I;, y el nimero minimo de pares.base consecutivos .
2 Salida: Lista de hélices Sy..

3 StemsByProbability(r, m, 5, 1)

4 n = Length(r)
5 S, =10
6 mp=m
7 for i =0 ton do
8 for j=n—11to0do
9 if mpli][j] > 0 and mp[i + 1][j — 1] > 0 then
10 consecutive = 0
11 k=20
12 while True do
13 if mpli + k][j — k] > 0 then
14 count+ =1
15 mpli + k|[j — k] = -1
16 else
17 ‘ break
18 end
19 k=k+1
20 end
21 loopsize = len(range(i + consecutive, j — (consecutive — 1)))
22 if consecutive > | and loopsize > [;, then
23 p = mli][]
24 Sp =S U{(i,4,l,p)}
25 end
26 end
27 end
28 end
29 end
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Dada la secuencia r = GGCAGAUCGGAUCCUGGGAGGUCUCUGCC, el tamafio
minimo de la hélice I = 3 y con I = 3 como longitud minima del bucle. Mediante el
algoritmo de McCaskill (Algoritmo 3.5), se obtiene la matriz de probabilidades mostrada

en la Figura 3.22.

GGCAGAUCGGAUCCUGGGAGGUCUcCUGCC

L e O e O e e e e e D e I e e e O O O 10

0.8

-~
-l r’ 0.6

0.4

-0.2

OOMOCOCOCOHOIPrOOOCOOCTOLOOCTO>OMOM

-0.0
Figura 3.22: Matriz de probabilidad obtenida mediante el algoritmo de McCaskill.

Procesando la matriz de probabilidades, la lista de hélices (Lg) obtenidas se muestra
en la Tabla 3.1. Para secuencias de gran tamafo, se pueden producir una gran cantidad
de hélices; para lidiar con esto, en nuestra implementacién agregamos la restricciéon de que
la hélice debe tener una probabilidad minima. Asi, por ejemplo, si aplicamos el criterio de
probabilidad minima (p > 0.1) a lista mostrada en la Tabla 3.1, solo se conservarian las

hélices: {4,2,5,9}.
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Tabla 3.1: Lista de hélices obtenidas a partir de la matriz de probabilidades. Los

valores de la triada son (inicio, fin, longitud).

Indice Triada Representacion de la hélice Probabilidad
1 (3, 23, 5) (CCCCa oo oo Y))) ) - ... 0.035
2 (8,23,5) . ....... O I Y)Y ) ) ) .. 0.639
3 (15, 24, 3) ((( ) ) ) 0.011
4 (0,28,6) (((CCC(( )))))) 0.995
5 (12,20,3) . ... ( (( Y ) ) ..o 0.305
6 (15,23, 3) ((( ) ) ) e 0.003
7 (7,26,3) . ...... G )Y ) 0.001
8 (6,16,4) . ... .. ((C((. Y ) ) ) o e 0.007
9 (4, 12, 3) ((( ) ) ) oo 0.113
10 (16,25,3) . . ..o oYY ) 0.051
11 (2,15,3) o o (( (oo oo s 0 ) ) e s 0.027

3.2.3.2. Generacion de la poblacion

Para la construcciéon de la-poblacién, primero determinamos la longitud del
cromosoma (l.) de los individuos. Para ello, definimos la heuristica siguiente: si el nimero
de hélices (ny) encontradas en la etapa anterior es menor o igual a 5, entonces, l. = nj, —2,

en otro caso, l. = np/2:

Una vez determinada la longitud del cromosoma, generamos /. ntimeros aleatorios
(aleatoriedad guiada por la probabilidad de la hélice) en el rango de [1,n;], donde cada
nimero generado es el identificador de una hélice en Lg, y que ademés, representa un
gen del cromosoma. Adicionalmente, el individuo guarda dos listas (listas que seran de
utilidad en la aplicacion de los operadores genéticos): la primera, con los identificadores de
las hélices complemento (es decir, aquellas que no estan en el cromosoma) y la segunda,
con el subconjunto de identificadores del cromosoma de aquellos genes que no contribuyen

a la formacion de la estructura secundaria.

Una vez definido el cromosoma, comenzamos la construccién de la estructura

secundaria. Para ello, creamos un arreglo de tamaino igual a la longitud de la secuencia de
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ARN y lo poblamos con el simbolo de bases libres '.'. Después, para cada gen, partiendo
de los valores que definen a la hélice (i, 7,1), colocamos consecutivamente [ simbolos ('
desde i en orden creciente, y [ ntimero consecutivos de ')' desde j en orden decreciente. Al
realizar este proceso, es altamente probable que ocurran sobre-posiciones en las hélices (es
decir, que existan pares base comunes entre las hélices). Para lidiar con esto, seguimos el
método propuesto por Md. Shahidul (Shahidul Islam y Rafiqul Islam, 2020): si dos hélices
se sobreponen, la tltima hélice agregada es truncada en la tltima posiciéon validada ', si
[' > 3 se reanuda el proceso con (i, j,1'), en caso contrario la hélice (gen) de desearta de la
construcciéon de la estructura secundaria. En nuestra idea, el gen descartado se agrega a la

lista de genes que no contribuyen a la formacion de la estructura.

Por ejemplo, con las hélices de la Tabla 3.1 y con l = 5 como longitud del
cromosoma. Un posible individuo estaria definido por el cromosoma {4,2,5,9,11}. En la
Tabla 3.2, se muestra el proceso de creaciéon de la estructura secundaria de este individuo.
El primer gen en agregarse a la estructura es el 4 generando la estructura temporal S,,.
Enseguida, se agrega el gen 2 con el cual se observa una sobre-posicién en un par base
con respecto a Sy,, este par base de omite y se obtiene la nueva estructura S;,. Con el
gen 5, hay una sobre-posicién en dos pares base, mientras que con los genes 9 y 11 se
sobreponen todos los pares base, por lo cual los genes son descartados de la construcciéon
de la estructura. Finalmente, se obtiene la estructura secundaria final .S, del individuo,
a partir de ella y mediante la Ecuacion 2.1 determinamos su aptitud (energia libre). La
lista complemento de genes es {1,3,6,7,8,10}, mientras que la lista de los genes que no

contribuyen a'la construccion estaria conformada por los genes {5,9,11}.

Tabla 3.2: Creacion del individuo {4,2,5,9,11}.

Indice Representacion de la estructura secundaria Energia
012 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 202122232425262728kcal/m01

GGCAGAUCGGAUCCUGGGAGGUCUCUGCC

Sy
4 (0. .Yy 01
L O O N G o)) )y -1
2 (e YY) ) e 20
S CCCCCC ()Y ))) 103
5 O O G U U N .01
9 ... ((( )Y ) e B ¢
... L . 2.4
S ((CC((( (e )))))))))) 03
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Para la creacion de la poblacion inicial (InitPop), el proceso de creacion de un

individuo, se repite tantas veces como se especifique el tamano de la poblacion («).

3.2.3.3. Iteracion
Evaluacion

Durante la evaluacion de la poblacion (Algoritmo 3.7), determinamos la probabilidad
que cada individuo tiene de ser seleccionado. Primero, creamos una lista normalizada con
los valores de aptitud de cada individuo. Después, obtenemos la probabilidad de cada
individuo mediante la funcién de densidad de probabilidad exponencial. Adicionalmente,

obtenemos la mejor aptitud, y el promedio de aptitud de la poblacion.

Algoritmo 3.7: Evaluacion

1 Entrada: Poblacién de individuos p.
2 Salida: Lista de probabilidades de cada individuo Pr, mejor aptitud BestScore y
aptitud promedio AvgScore.
3 Evaluation(p)
// Lista de aptitud
4 scores = ()
5 foreach individual € p do
6 ‘ scores = scores U{individual. Energy}
7 end
// Normalizacidn
8 for i = 0 to Length(scores) do
o | | scoreslil = e i ot
10 end
// Distribucidn de probabilidad
11 dist, =
12 for i = 0 to Length(scores) do
i 7| disty[i] = e-seorel
14 end
15 dist, = %
16 return dist,, min(score), avg(scores)
17 end

El criterio de terminacion del AG, esta dado por el nimero de generaciones (0).
Sin embargo, con el valor de mejor aptitud y aptitud promedio, podemos hacer un paro

anticipado, si estos valores son iguales después de ciertas generaciones consecutivas.
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Seleccién

El método de seleccidon de nuestro algoritmo es por elitismo. Es decir, seleccionamos
los ne mejores individuos de la poblacién con base a la energia libre, y los guardamos en
una nueva lista, llamada Pop;. El valor de ne, esta dado por el tamano de la poblacién
multiplicado por la tasa de elitismo (/3), ne = ax 3. Por otro lado, la seleccion de individuos
para el operador de Cruza se realiza de manera pseudoaleatoria, con base a la probabilidad

del individuo (probabilidad obtenida en la Evaluacion).

Cruza

En este operador, seleccionamos dos individuos p; y ps de la poblacién inicial y
los cruzamos para obtener dos nuevos descendientes (¢; y' ¢2), que son agregados en una
nueva lista llamada Pops. La cantidad de cruzamientos, esta determinada por el ntmero

ne = (o —ne)/2.

En nuestro algoritmo utilizados un método de cruza multipunto similar al propuesto
en (Shahidul Islam y Rafiqul Islam, 2020). En el método de Shahidul, se seleccionan dos
nameros enteros aleatorios en el rango de 0 a [, (tamano del cromosoma). Estos nimeros
sirven como pivote para particionar el cromosoma en tres segmentos, los segmentos pares
de intercambian entre py y po, mientras que los impares se conservan; generando asi los
cromosomas de los nuevos descendientes. Bajo este enfoque, cabe la posibilidad de que en

un cromosoma se dupliquen genes si en el parental existe algiin gen en comun.

Debido, al hecho de que un gen duplicado dentro de un cromosoma no contribuiria
a la construccion de la estructura secundaria. En nuestro algoritmo (Algoritmo 3.8) hemos
agregado dos validaciones que impidan que un gen se duplique: 1) agregar el gen original
del parental en la posicion del gen que se duplicaria y 2) agregar el gen complementario
del descendiente con respecto a su parental en caso de que se duplique el tltimo gen.
En la Figura 3.23, se muestra un ejemplo de cruzamiento usando el método original y el
modificado. En el proceso original (figura izquierda), se observa que ambos descendientes
tienen genes duplicados. Mientras, que en el proceso modificado (figura derecha), las lineas

punteadas indican la duplicidad de genes que se produciria.
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Proceso original Proceso modificado

Parax=1,y=3 : : Parax=1,y=3
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Figura 3.23: Proceso de cruzamiento.

A continuacion, se muestra el pseudocodigo para el cruzamiento de dos individuos.

Algoritmo 3.8: Cruza

1 Entrada: Individuos p; y po.
2 Salida: Descendientes ¢ y ¢

3 Crossover(p1, p2)
4 z,y = random(0, Length(p1))
5 for i =0 to Length(p1) do
6 if i <z or i > y then
7 if p1.Gene(i).Index not in c¢;.ChromosomeList then
8 | ali] = pli]
9 else
10 ‘ c1[i] = e.Chromosome
11 end
12 if pyo.Gene(i).Index not in co.ChromosomeList then
13 ‘ ea[i} = pali]
14 else
15 Y c2]i] = ¢2.Chromosome
16 end
17 else if x <7 and ¢ <y then
18 if pyo.Gene(i).Index not in c;.ChromosomeList then
19 ‘ C1 [’L] = P2 [’L]
20 else
21 ‘ C1 [Z] = D1 [Z]
22 end
23 if p1.Gene(i).Index not in cy.ChromosomelList then
24 ‘ C2 [Z] = P1 [Z]
25 else
26 ‘ Co [Z] = P2 [Z]
27 end
28 end
29 return cj, c2
30 end
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Mutacion

Para el operador de mutacion, elegimos aleatoriamente un parental (p;) de Pops.
De este individuo, seleccionamos aleatoriamente dos genes, dando prioridad de seleccién
aquellos que no contribuyen a la construccién de la estructura secundaria, y que al ser
remplazados por genes de la lista complemento, podrian mejorar al individuo descendiente.
Los genes de la lista complemento, son elegidos con base a su probabilidad. En el

Algoritmo 3.9, se muestra este proceso.

Algoritmo 3.9: Mutacion

[uny

Entrada: Un parental p;.

2 Salida: El descendiente c;
3 Mutation(p;)
4 1 =Dp1
// Seleccionar identificadores de 2 genes
5 if Length(ci.NoE fectStems) > 2 then
6 ‘ z_index,y index = random(c;.NoE fectStems)
7 else
8 ‘ z_index,y index = random(ci.ChromosomeList)
9 end

// Identificar posicién de los genes
10 for j = 0 to Length(c;.Chromosome) do

11 if ¢1.Chromosomeli|.Index == x_index then

12 ‘ T =1

13 else if ¢;.Chromosome[i].Index ==y _index then
14 ‘ Yy =1

15 end

16 end

// Intercambiar los genes

17 91,92 = random(cy.ChromosomePool, Prob)
18 ml11.Chromosome[z] = g1

19 ml11l.Chromosomely] = g2

20 return c;

21 end

Una vez creado el nuevo descendiente (c1), si su aptitud es mejor que la del parental,
reemplazamos c¢; por p; en Popy. El operador de mutacién, se repite nc veces en cada

generacion del AG.
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3.2.3.4. Pseudocddigo

A continuacion, se muestra el algoritmo de nuestra propuesta.

Algoritmo 3.10: Algoritmo Genético

1 Entrada: Una secuencia de ARN r, tamano de la poblacién «, tasa de elitismo (5
y el ntmero de iteraciones 9.
2 Salida: Individuo X con la minima energia libre.

3 GeneticAlgorithm(r,m, [, 1)

// INICIALIZACION

// Obtener las hélices

4 St = StemsByProbability (r, m, ;)

// Generar la poblacidén inicial

5 InitPop = Generar « individuos

// Evaluar la poblacidn

6 BestScore, AvgScore, Prob = Evaluation(InitPop)

// ITERACION

7 for i =0 to 6 do

// Seleccidén (ne = nimero de elitismo)

ne=axpf

Pop; = Seleccionar las mejores ne soluciones de InitPop

// Cruza (nc = nimero de cruzamientos)

10 nc = (o —ne)/2
11 for j =0 to nc do
// Seleccionar dos individuos aleatorios
12 x,y = random/(0, &, Prob)
13 ¢1, co = Crossover (Init Pop[z|, Init Pop[y])
14 Popy := Pops U {c1, 0}
15 end

// Mutacién

16 for j =0 to nc do
// Seleccionar aleatoriamente un individuo de Pops
17 x = random/(0, nc)
18 ¢1 = Mutation(Pops[z])
19 if ¢;.Energy < Pops|x].Energy then
20 ‘ Pops[z] = 1
21 end
22 end
23 InitPop = Popi + Pops
24 BestScore, AvgScore, Prob = Evaluation(InitPop)
25 if BestScore == AvgScore then
26 ‘ break
27 end
28 end
29 return El mejor individuo X € InitPop
30 end
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El orden de complejidad aproximado del algoritmo es de O(n?) + O(k * p), donde n
es la longitud de la secuencia de entrada, k el ntiimero de iteraciones y p el tamafno de la

poblacién.

A continuacion, en la Tabla 3.3 se muestra un resumen de las caracteristicas de los

algoritmos implementados en la presente tesis.

Tabla 3.3: Caracterizaciéon de los algoritmos para modelacion de estructuras
secundarias.

Prediccién de

Algoritmo Complejidad Criterio de optimizacién Mt nudos
Nussinov O(n?) Maximizacién de Pares Base N
Zuker O(n?) Minimizacién de Energia Libre = N
Akutsu O(n*) Minimizacién de Energia Libre™ S
Genético O(n3) +O(k*p) Minimizacién de Energfa Libre S
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CAPITULO 4

Resultados y Discusion

Las mdquinas deben trabajar. La gente debe pensar.

—RICHARD HAMMING (1915 - 1998)

4.1. Meétricas de precision

Para evaluar la precision de la predicciéon de los métodos implementados, se siguié la
técnica descrita en (Zhao, Wang, Zeng, y Xiao, 2018), en donde se utilizan los conceptos

de sensibilidad y valor predictivo positivo.

La sensibilidad (S), representa el porcentaje de pares base presentes en la estructura

de referencia que ocurren en la estructura secundaria predicha (Ecuacion 4.1).

VP

S=VPiFN (1)

El wvalor predictivo positivo (VPP), describe que porcentaje de pares base predichos

ocurren en la estructura secundaria de referencia (Ecuacion 4.2).

VP

PP=——"
v VP +FP

(4.2)

Donde, VP es el ntimero de pares base predichos correctamente, F'N el ntmero de
pares-base en la estructura de referencia que no estan en la estructura predicha y F'P es

el numero de pares base predichos que no estan en la estructura de referencia.

Si S es igual a 1 significa que la estructura predicha contiene todos los pares base
correctos, es decir, contiene los mismos pares base que la estructura de referencia, aunque
también puede contener pares base falsos. Si VPP es igual 1, la estructura predicha sélo
contiene los pares base correctos. Por ende, si ambos valores son igual a 1, significa que
la prediccion de la estructura secundaria fue perfecta (Hamada, Kiryu, Sato, Mituyama, y

Asai, 2008)
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Ademés, existen otras medidas de evaluacion relacionadas con el equilibrio entre la
sensibilidad y el valor predictivo positivo, estas son: Valor-F y Coeficiente de Correlacion
de Matthews (MCC). La media de precision Valor-F (Ecuacion 4.3) varia en el rango de 0
y 1, donde 0 indica que no hay pares base en comun entre ambas estructuras y 1 indica
una precision perfecta. Por otro lado, el MCC (Ecuacion 4.4 (Hamada et al., 2008)) es una
métrica que varfa en el rango de -1 a 1, con -1 para predicciones completamente inexactas
y 1 para predicciones precisas.

2xSxVPP

Valor—F = W (43)

MOC — VPxVN-—-FPxFN (4.4)
\/(VP + FP)(VP+ FN)(VN + FP)(VN + FN)

En la Ecuacion 4.4, se incluye el valor VN, que representa el nimero de pares de bases
que se predijeron correctamente como no complementarios, se calcula como:

nx (n—1)

5 ~VP—-FN-FP

, donde n es la longitud de la secuencia de ARN analizada.

En la Figura 4.1, semuestra la secuencia de ARN, estructura de referencia y estructura
predicha mediante el algoritmo de Zuker para la instancia PDB_00136. Los pares base
complementarios-de ambas estructuras, se resaltan en tres tonos de color; cada color

representa los valores VP, FN y FP correspondientes.

123 45 6 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 3435

Secuencia: GUCUACCUAUCGGGCUAAGGAGCCGUAUGCGAUGA
Predicha: . . . .. 10 DO - EER e -

Secuencia: AAGUCGCACGUACGGUUCUAUGCCCGGGGGAAAAC
Referencia:

Predicha:

Figura 4.1: Secuencia de ARN, estructura secundaria de referencia y estructura
predicha mediante el algoritmo de Zuker.
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A continuacioén, en el Ejemplo 4.1 se muestran las medidas de evaluacién, aplicadas a

la instancia PDB_ 00136.

Ejemplo 4.1. Con los pares base de la estructura de referencia y la estructura predicha,

mostrados en la Figura 4.1. Calcular la S, VPP, Valor-F y MCC de la estructura predicha.

Con los pares base en ambas estructuras, se determina que VP = 19, FN =7 y

FP =5. Sustituyendo estos valores en las Ecuaciones (4.1, 4.2 y 4.3), tenemos. que:

VP 19
5= VP+FN 1947 = 0.7308
VPP = VP 19 _ 0.7917

VP+FP 1945

2x Sx VPP  2x0.7308x 0.7917

Valor-F = _
aor S+ VPP 0.7308 + 0.7917

=0.76

Para MCC, primero determinamos VN sustituyendo los valores previamente conocidos:

nx(Z—l)_VP_FN_FP:7O><(;0—1)

VN = —19-7-5=2384

Finalmente, sustituimos los valores en la Ecuacion 4.4:

VPxVN—-FPxFN

MCC =
V(VP+FP)VP+ FN)(VN + FP)(VN + FN)

_ 19 x 2384 —5x 7 0758113

V(19 +5)(19 + 7)(2384 + 5)(2384 + 7)

4.2. Resultados Experimentales

Para validar los algoritmos de la presente tesis, utilizamos dos conjuntos de datos:
uno con estructuras secundarias libres de pseudonudos, y el otro con pseudonudos de
tipo simple y Kissing Hairpin; los conjuntos de datos se conforman por secuencias
obtenidas de las bases de datos RNA STRAND (Andronescu et al., 2008) y PseudoBase
++ (Taufer et al., 2009), respectivamente. Para cada una de las secuencias se cuenta con la

estructura secundaria de referencia, la cual fue obtenida mediante experimentacion (Rayos
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X, Resonancia Magnética Nuclear (NMR)) o Andlisis de Secuencia Comparativo (CSA),

de acuerdo con las fuentes de origen.

Respecto a las base de datos, RNA STRAND es una base de datos publica que
proporciona una amplia coleccién de estructuras secundarias de ARN de diferentes tipos
de organismos. RNA STRAND contiene secuencias de otras base de datos como RCSB
Protein Data Bank (Westbrook, Feng, Chen, Yang, y Berman, 2003). Para mantenerse
al dia ofrece herramientas para agregar estructuras secundarias de ARN descubiertas por
otros investigadores a la base de datos. En la actualidad, la base de datos cuenta con
94 citas en PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18700982/; Consulta: Enero
2021), de las cuales las mas recientes corresponden a articulos publicados entre los anos
2019 y 2021. Por su parte PseudoBase+-+, es una base de datos con una amplia colecciéon de
estructuras secundarias con pseudonudos desarrollada por la Universidad de Leiden. Una
caracteristica de PseudoBase++ es que vincula sus.registros de estructuras secundarias,
con los registros de secuencias en GenBank. T.o permite entre muchas cosas, visualizar las

estructuras y obtener una mayor informacion sobre las secuencias.

Debido a que ambas bases datos son de acceso publico y cuentan con amplios
catalogos de estructuras secundarias, asi como numerosas citas en trabajos de investigacion.
En este trabajo de tesis consideramos adecuado su uso para la extraccién de los conjuntos

de datos de prueba.

Estructuras Secundarias Libres de Pseudonudos

En la Tabla 4.1, se muestra el conjunto de datos seleccionado para las estructuras
libres de pseudonudos. Este conjunto de datos se conforma por 20 secuencias de longitud
variable en el rango de 60 a 237 nucleétidos. Para cada una de las instancia, se tiene la
clave (identificador en la base de datos de origen), tipo de ARN, longitud (cantidad de

nucleotidos en la cadena, denotado por nt) y el método de validacion de la estructura.
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Tabla 4.1: Secuencias de ARN sin pseudonudos en la estructura de referencia.

Clave Tipo Longitud nt Meétodo de Validacion
PDB 01045 ARN Sintético 50 Rayos X
PDB 01130 ARN Sintético 60 Rayos X
PDB 00481 ARN Sintético 62 Rayos X
PDB 00136 Intron Grupo II 70 Rayos X
PDB 00999 ARN de Transferencia 70 Rayos X
PDB 01115 ARN Sintético 74 Rayos X
PDB 01113 ARN Sintético 75 Rayos X
PDB 01128 ARN Sintético 75 NMR
PDB 01125 ARN Sintético 86 NMR
SRP 00342 Otro 90 CSA
PDB 00213 ARN Sintético 101 NMR
SRP 00051 ARN Sintético 105 CSA
PDB 00542 ARN Sintético 126 Rayos X
PDB 01236 ARN Sintético 153 Rayos X
ASE 00251 RNasa P 189 CSA
RFA 00814 Otro 226 CSA
PDB 00557 ARN Sintético 226 Rayos X
ASE 00258 RNasa P 232 CSA
RFA 00819 Otro 237 CSA
ASE 00010 RNasa P 316 CSA

Cada, secuencia del conjunto de datos fue probada con los cuatro algoritmos
expuestos en la presente tesis. El experimento consistié en realizar la ejecucién de cada
algoritmo 10 veces con cada una de las instancias. La idea de ejecutar cada algoritmo esa
cantidad de veces es para obtener el tiempo promedio de ejecucion, y dada la aleatoriedad

presente en el algoritmo genético obtener las métricas promedio de cada instancia de

prueba.

En la Figura 4.2, se muestra el valor de Sensibilidad. En la grafica se observa
que el Algoritmo Genético es el que obtiene una mayor sensibilidad, lo que significa que
la estructura secundaria predicha tiene un alto grado de pares base coincidentes con la

estructura de referencia, aunque también contiene pares base que no estan presentes en la
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estructura de referencia. Seguido por el algoritmo de Zuker, Akutsu y finalmente Nussinov.
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Figura 4.2: Sensibilidad de los algoritmos para instancias sin pseudonudos.

En la Figura 4.3, se muestran los valores obtenidos para la métrica Valor Predictivo

Positivo.
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Figura 4.3: Valor Predictivo Positivo para instancias sin pseudonudos.
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En la grafica de la Figura 4.4, se muestran los valores obtenidos correspondientes a
la métrica Valor F. Para el Algoritmo Genético el Valor F promedio es de 59.31 %, con valor
minimo de 0% y méaximo de 100 %. Para Zuker el promedio es 48.15%, minimo de 0%
y maximo 97.78 %. Mientras, que para Akutsu el promedio es de 43.15 %, con minimo de
0% y maximo 95.65 %. Finalmente, el promedio para el algoritmo de Nussinov es 28.43 %,

con valor minimo de 0% y maximo 91.3 %.
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PDB_01115

Secuencias de ARN

Figura 4.4: Valor-F de los algoritmos para instancias sin pseudonudos.

Con respecto al MCC, en la Figura 4.5 se muestran los valores obtenidos. Para esta
métrica el valor promedio del Algoritmo Genético es de 59.42 %, con valor minimo de —0.01
y méximo de 1. Para Zuker el promedio es 48.30 %, minimo de —0.012 y maximo 0.97 %.
Mientras que para Akutsu el promedio es de 43.25 %, con minimo de —0.012 y méaximo
0.95. Finalmente, el promedio para el algoritmo de Nussinov es 28.15 %, con valor minimo

de —0.013 y méaximo 0.91.
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Figura 4.5: Coeficiente de Correlaciéon de Matthews para instancias sin

pseudonudos.

A partir de los resultados mostrados en las graficas anteriores, se puede observar
que el Algoritmo Genético es el que tiene una mejor predicciéon de acuerdo a los métricas
planteadas y con respecto a la estructura secundaria de referencia. También, se puede
observar una variabilidad de la precisiéon con respecto a las instancias y para algunos casos

también respecto al algoritmo de prediccion.

Como se menciono anteriormente, si bien existe una variabilidad con respecto a
las diferentes instancias. Los resultados obtenidos por el Algoritmo Genético son mejores,
esto se debe un buena parte a la combinacion de soluciones factibles (poblacion inicial)
durante las diferentes etapas y en las multiples iteraciones del algoritmo. Como se describid
anteriormente, la poblacién inicial se crea a partir de la combinaciéon de hélices factibles
encontradas probabilisticamente por el algoritmo de McCaskill, lo cual de cierto modo

asegura que la estructura secundaria predicha se conforme por bares base viables.
En la Figura 4.6, se muestran los tiempos de ejecucién de cada algoritmo por

instancia. Se puede observar que el Algoritmo Genético es el que demanda mayor tiempo

de procesamiento, seguido por el algoritmo de Zuker, Akutsu y finalmente Nussinov. Con
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respecto al Algoritmo Genético, la mayor parte del consumo de tiempo esta dada por la
etapa de pre-procesamiento; en la cual mediante el algoritmo de McCaskill se obtiene la
probabilidad de los pares base y posteriormente en la etapa de creaciéon de individuos en la
cual se combinan las hélices encontradas para la construccion de la estructura secundaria
representativa del individuo. Si bien el algoritmo de Zuker tiene un orden de complejidad
menor que Akutsu, la diferencia de tiempos entre ambos puede estar relacionada al hecho
de que la implementaciéon de Akutsu se realizo en un lenguaje compilado (Java) y Zuker

al igual que los otros algoritmos se implement6 en un lenguaje interpretado (Python).

Tiempo de ejecucion
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Secuencias de ARN

Figura 4.6: Tiempo de ejecucion de los algoritmos para instancias sin pseudonudos.
La gréafica de tiempos de ejecucion esta en escala logaritmica debido a que existe

una diferencia significativa entre los tiempos de ejecucion de cada algoritmo.

Estructuras Secundarias con Pseudonudos

En la Tabla 4.2, se muestra el conjunto de datos para las estructuras con
pseudonudos. Este conjunto de datos se conforma por 20 secuencias de longitud variable
en el rango de 26 a 121 nucledtidos. Para cada instancia, se tiene la clave (identificador en
la base de datos de origen), tipo de ARN, longitud (nimero de nucledtidos en la cadena,

nt) y el método de validacion de la estructura.
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Tabla 4.2: Secuencias de ARN con pseudonudos en la estructura de referencia.

probada por los cuatro algoritmos: Realizandose la ejecucion 10 veces por cada instancia.

Clave Tipo Longitud nt Meétodo validacion
PKBS81 ARN Sintético 26 NMR
PKBT74 ARNm 28 NMR
PKB73 ARNm 33 NMR
PKB5 ARNY viral 41 NMR
PKB281 Cambio de marco viral 43 NMR
RF00165 BCV - 63 -

PDB 00944 ARN Sintético 65 Rayos X
PDB 01021 ARN Sintético 68 Rayos X
PDB_ 01023 ARN Sintético 68 Rayos X
PKB144 ARNY viral 71 CSA
PDB 01009 - 71 Rayos X
RF00114 S15 - 74 -
RF00094 HDV - 87 -

RFA 00636 VHD 90 CSA
CRW 00687 Grupo Intron I 153 CSA
CRW_ 00611 Grupo Intron I 167 CSA
CRW _ 00641 Grupo Intron I 168 CSA
CRW _ 00659 Grupo Intron I 170 CSA
ASE 00429 RNasa P 189 CSA
ASE 00131 RNasa P 195 CSA

Aligual que para las instancias'sin pseudonudos, cada secuencia de este conjunto fue

En la Figura 4.7, se muestra el valor de la métrica Sensibilidad.
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En la Figura 4.8, se muestran los valores obtenidos para métrica Valor Predictivo
Positivo. Tanto en la grafica anterior como en la de esta figura, se observa que el Algoritmo

Genético es el tiene una mayor precision, seguido por Akutsu, Zuker y finalmente Nussinov.
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Figura 4.8: Valor Predictivo Positivo de los algoritmos para instancias con

pseudonudos.

Con respecto. a la grafica de la métrica Valor F, en la Figura 4.9 se muestran los
valores obtenidos por los algoritmos. El promedio para el Algoritmo Genético es de 74.38 %,
valor minimo de 28.24 % y méaximo de 100 %. Para el algoritmo de Akutsu el promedio es de
49.73 %, valor minimo de 0% y maximo 100 %. Por su parte, el algoritmo de Zuker obtuvo
un promedio de 50.39 %, con un valor minimo de 25 % y méaximo de 76.92 %. Finalmente,

Nussinov con promedio de 26.23 %, con un minimo de 0% y méaximo de 60.87 %.

En la Figura 4.10, se muestran los valores obtenidos por los algoritmos
correspondientes al MCC. Para esta métrica, el Algoritmo Genético tiene un promedio
de 74.59 %, Akutsu un promedio de 49.78 %, Zuker 50.43 % y por ultimo Nussinov con un
promedio de 25.67 %.
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Por su parte, en la Figura 4.11, se muestran los tiempos de ejecucién de cada
algoritmo. En la gréfica se observa un comportamiento muy similar a la grafica de tiempos
para instancias sin pseudonudos. De igual manera, el Algoritmo Genético es el que toma
mayor tiempo realizar la predicciéon de la estructura, seguido por Zuker, después Akutsu y

finalmente Nussinov.

Tiempo de ejecucion

_ —&— Nussinov
10 —8— Zuker
—&— Akutsu
—— GA
- & ® W = > ¥ = O < o O > © ~ - = o o <
Y ¥ ¥ o o , @ S £ o = | , S £ 2 8 8 8 3
o o o ¥ 9 2 9 ¥ 29 3 <« 2922299
o
5 838 & 8z 8 £ 2 2 2 2 8 8
S @ a a a © 8 xk & x X X £ g
o L 2 C O O O
© X

Secuencias de ARN

Figura 4.11: Tiempo de ejecucion de los algoritmos para instancias con

pseudonudos. Esta grafica de tiempos se encuentra en escala logaritmica.

En el Apéndice A, se muestran las configuraciones utilizadas por el Algoritmo

Genético.

Los algoritmos Nussinov, Zuker, y el Algoritmo Genético se implementaron
construyendo un sistema en el lenguaje de programacion Python version 3.7.3, para el
algoritmo de Akutsu se realiz6 la implementacion en el lenguaje de programacion Java 1.8.0
y se integro al prototipo mediante llamadas a procesos externos. Las pruebas se realizaron
en una computadora portatil Dell G3 con procesador Intel(R) Core(TM) i5-8300H CPUQ
2.30GHz, RAM 16GB.

84



CAPITULO 5

Prototipo

St he visto mds lejos es porque estoy sentado sobre los hombros de

gigantes.
—Isaac NEWTON (1643 - 1727)

Con base en los algoritmos implementados se creo un prototipo de sistema para la
prediccion de estructuras secundarias de ARN. Este prototipo implementa los algoritmos
para la prediccion de estructuras secundarias libres de pseudonudos: Nussinov y Zuker. Y
para la prediccion con pseudonudos mediante los algoritmos de Akutsu y nuestra propuesta
de Algoritmo Genético. El sistema es una aplicaciéon de escritorio escrita en el lenguaje
de programaciéon Python 3.7.3. El sistema, cuanta con dos opciones: la predicciéon de la
estructura secundaria para una solo secuencia de ARN; y una prueba de los algoritmos para
multiples secuencias (benchmark). Es importante senalar que por el momento la interfaz

de usuario esta en idioma inglés, pensando en una futura difusiéon del prototipo.

Para la visualizacién de las estructuras secundarias, en el prototipo se implementa
la herramienta Forna (Subseccién 1.4.4) mediante la integracion de codigo HTML y

JavaScript.

5.1. Prediccion de una sola secuencia de ARN

En esta-opcién de la aplicacion se realiza la prediccion de la estructura secundaria
para una sola secuencia, leida de un archivo en formato FASTA o ingresada manualmente
por el usuario. FASTA es un formato de texto para representar secuencias de nucleétidos,
un archivo en formato FASTA comienza con una descripcion de una sola linea, seguida de
lineas de la secuencia de nucleétidos. La descripcion se especifica por el simbolo mayor que

(>) en la primera columna (Figura 5.1).

| PDB_00136.fasta: Bloc de notas

Archive Edicién  Formate  Ver  Ayuda

|>PDB_@0136
CUGCCCUCAUCCEUCUCGCUUAUUCGGGEAGLGGACGAUG

Figura 5.1: Ejemplo de archivo en formato FASTA.
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En la Figura 5.2, se muestra la pantalla para la prediccién de una solo secuencia de
ARN. En la pestana Algorithm, podemos elegir el algoritmo con el cual queremos realizar la
prediccién de la estructura, esta opcion se filtra por criterio de optimizaciéon: Minimizacién
de la Energia Libre (opcion MFE) o Maximizacion de Pares Base (opcion MBP) (ver
Figura 5.3). Por otro lado, en la pestana Sequence se muestra la informacion de la secuencia

ingresada, asi como la opcién para ejecutar el proceso de prediccién.

B RMA Sacandsry Stucturs Prediction
File  About

tructure Prediction

oats acendary Sructue Ve

Secimric S ® Lot Erom i | Erter sy

Sequence demans

Flsut Gata.

CetBacknd Culgut:

Wursber of Seme Pars Mirimum Free Energys

Figura 5.2: Pantalla para la prediccion de una sola secuencia.

Sequence Algorithm
Optimizstion Approach MEP  |of MFE
Algorithm Zuker -

Figura 5.3: Seleccion del algoritmo a ejecutar.

En esta opcién, se obtiene como resultado la visualizacién de las estructura
secundaria predicha por el algoritmo seleccionado, la estructura secundaria en formato
Dot-Bracket, el namero de pares base en la estructura obtenida y su correspondiente
energia libre. Esta opcién esta pensada para los casos en los que no se tiene una estructura

secundaria de referencia, por ello, no se muestran métricas de precision.
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B RNA Secordary Struchre Prediction
File About

Do Secaedary Stnichire Ysor
Sequarce gecthn
SqenciSount (@) Lo FronFe | Enta Mamaly £
‘e eskbop/Berchmark/FOB_10136.fasta| | .. A CG
Secmrcn 5 x
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Tn G.o,u
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&
Hosrrsar of Easm Facs 24 M Frow Erargy: | -zam

Figura 5.4: Pantalla de resultado de la prediccion de la estructura secundaria.

5.2. Benchmark de los algoritmos

En esta opcion de la aplicaciéon, se realiza la ejecucion de los cuatro algoritmos
para cada una de las instancias de prueba que se hayan localizado dentro de la carpeta
seleccionada por el usuario. Los archivos dentro de la carpeta, deben cumplir dos criterios
para ser considerados por la aplicaciéon. El primero es que deben tener la extension *.bp y
el segundo, deben ser archivos de texto plano y solo contener tres lineas; la prima con el
nombre de la secuencia, la segunda linea corresponde con la secuencia de ARN vy la tercera
con la estructura secundaria de referencia en formato Dot-Bracket. En la Figura 5.5, se

muestra el ejemplo de un archivo vélida para el prototipo.

| PDB_00988.dp: Bloc de notas

Archive Edicién  Formate  Ver  Ayuda
kPDB_00988. dp
GCUGAAGUGCACACGGLGCUGAAGUGCACACGRL

CCCC-TOOIE- 2 CCCC- - 111111000

Figura 5.5: Ejemplo de archivo valido para la aplicacion.
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En la Figura 5.6, se muestra la pantalla principal de la opciéon de benchmark. Para
seleccionar la carpeta que contenga las instancias de prueba, se debe hacer click sobre el

boton Open Folder (boton iluminado en la figura).

B FNA Secondery Stucturs Predichion
File - Abaut

Figura 5.6: Pantalla de inicio de la opciéon benchmark.

Una vez que se ha dado click sobre el botén, aparece un cuadro de dialogo en el
cual el usuario debera seleccionar la carpeta deseada (Figura 5.7).

W RS Securelan Searues Dradiofffn

W Select Directory

A= « 4 | = Esoitorio * Benchmark 2 Buscer m Genchemark

Organizat *  Mueva carpeta = @

Bl Documantos ™ Nombre ' Fecha de madificacien Tipa

I Escritorio ! Files 23/01/2021 D503 pom. Carpd
& Imagenes T Fecisa: eudnenat F30021 40T p . Corp
b Musica Pseudoknot TR0 e m. Carpd
B Objetos 30 |
l ideos

e (] W

Carpeta | FreePseudninot

Seleccionar carpets

Figura 5.7: Cuadro de dialogo para la seleccién de carpeta.
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Seleccionado el directorio deseado, se mostrara el detalle de los archivos encontrados
en la ruta seleccionada: total de archivos, archivos correctos y archivos incorrectos (archivos
que no estan en el formato correcto, o que el contenido no es una secuencia de ARN valida).
Asi, como el listado de las secuencias encontradas en los archivos (seccion Sequences).
Adicionalmente, se habilitaran los botones: Remove Folder y Run Test (ver Figura 5.8). El
botéon Remove Folder, remueve la seleccion de la carpeta anteriormente elegida, es decir,
limpia la aplicacién para que se seleccione una nueva ruta. Por otro lado, el boton Run Test
inicia con la ejecucion de los algoritmos. Una caracteristica de la ejecucién, es quese realiza
en un segundo plano lo posibilita que se pueda interactuar con la aplicacién mientras la

ejecucion esta en curso.

IB RMA Secondary Structurs Prediction
File About

Tesl Algoiithms
Options

Data

Folder Fath k:jUserqua'yalanDesldop}Eeqﬁ\?naﬁEFre'ePseudoknot_

20 Incorrect Files

Files to Test | 0 | Colreckéﬁéé\]‘-

Sequences

|PDB_D1045

|FDB_D1130

|FoB-00481

| Prgi_'nﬁ_:l 6

]paa_nuggg

|FDB_D1115

|PDB_D1113

|FoB_01128

|FDB_01125

lsRP nn34s

Figura 5.8: Pantalla de benchmark con el listado de las instancias a probar.

Es posible consultar el detalle de cada una de las instancias de prueba haciendo
click en el boton Sequence Information junto al nombre de la secuencia (Figura 5.9), esta
opcion muestra el nombre de la secuencia, longitud, secuencia de ARN y las estructura de

referencia.
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Seguence [nformation

Name | ppp_01045 | Length |T|

RNA Sequence
AGACAGCAUGCAUGCAUGCUGUCUUUAGACAGCAUGCAUGCAUGCUGUCY

r3 o 3

7
ACCCECECCCOCOCOLE PN RN

Figura 5.9: Ventana de informacién de la secuencia.

Al iniciar la ejecuciéon de los algoritmos mediante Run Test,-el botén cambia de
nombre por Stop Test con el cual podemos detener la ejecucion. Por otro lado, observamos
que para cada una de las instancias se realiza la ejecuciéon de los cuatro algoritmos; en
el detalle de las secuencias, observamos como se habilitan los botones View. Cuando este
cambia a color Verde significa que sea terminado la ejecucion del algoritmo correspondiente,
mientras este en color amarillo, el algoritmo correspondiente se esta ejecutando. Este
proceso, se muestra en la Figura 5.10.

[B ! RNA Secondary Structure Prediction
File  About

Test Algurithme

Folder F’@"‘G:f:m 5/payalael/Desktop/Benchmark/FreePseudol ‘!
F@R | 20 | comsctFiles | 20 Tncorrect Files

|FoE_01045

|FoB_01130

!Pos_nmz

|FoB_n0136

|Foe_oossa

|FDB_01115

|FDB_EI11£3

|FDE_01128

|FDB_01125

IsRP nn34?

Figura 5.10: Prototipo: algoritmos en ejecucion.
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Cuando se termina la ejecucién de un algoritmo para cierta instancia, es posible ver
el resultado obtenido por el algoritmo haciendo click en el botén View correspondiente. En
la Figura 5.11, se muestra el resultado obtenido. En la parte seccion Reference se visualiza
la estructura secundaria de referencia, mientras que en la seccion Predicted se visualiza
la estructura predicha por el algoritmo. En la parte inferior de la ventana, se muestra el
detalle de las métricas de precision (Seccion 4.1) de la estructura predicha con respecto a la

estructura de referencia, asi como la energia libre, la cantidad de pares base del resultado

obtenido y el tiempo de ejecucion del algoritmo.
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Figura 5.11: Pantalla de resultados para una instancia, en esta ventana se muestra
la visualizacion de la estructura de referencia y la estructura predicha, asi como las

métricas de precision entre ambas estructuras.

Finalmente, cuando se termina la ejecucion de los algoritmos para cada una de las
instancias, se habilita la opcion Benchmark Report (Figura 5.12). En la cual se muestra un
reporte sobre la precision de los resultados obtenidos (pestana Accuracy): tabla de métricas

por instancia y algoritmo, y las graficas de Sensibilidad, Valor Predictivo Positivo, Valor
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F y Coeficiente de Correlacion de Matthews (Figura 5.13. Las graficas mostradas en este

reporte son similares a las mostradas en la Seccion 4.2) y el reporte de los tiempos de

ejecucion (pestania Ezecution Time) por algoritmo para cada una de las instancias del

conjunto de prueba (Figura 5.14).

E ] RNA Secondary Structure Prediction
File About

Figura 5.12: Opcion Benchmark Report.
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Figura 5.13: Pantalla de reporte de las métricas de precision. Para mostrar las

graficas de las métricas basta con dar click sobre el nombre de la métrica.
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CAPITULO 6

Conclusiones

La ciencia es lo que entendemos lo suficientemente bien como para

explicarle a una computadora; el arte es todo lo demds.
—DonNaALD E. KNUTH (1938)

En este trabajo se implementaron y evaluaron los principales algoritmos basados
en programacion dindmica y un algoritmo genético para la prediccién de estructuras
secundarias. Con los valores obtenidos a través de las métricas planteadas, observamos
que el algoritmo genético propuesto y los algoritmos de Akutsu y Zuker que hacen uso del
modelo termodindmico para la minimizacién de energfa libre NNDB, tienen un porcentaje
de precision mayor que el algoritmo Nussinov, el cual utiliza un enfoque de maximizacién
de pares base. También se observa que existe una variabilidad en la precisiéon y sensibilidad
con respecto a las diferentes instancias de los conjuntos de pruebas. Es por ello, importante
la ejecuciéon de una serie de algoritmos para que a partir de los diferentes resultados, ofrecer

una mejor propuesta.

En el mismo sentido de la precisién de la estructura predicha con respecto a la
estructura de referencia, el algoritmo genético es el que tiene un mejor desempeno. Sin
embargo, en cuanto al tiempo de computo requerido, con el analisis experimental realizado
observamos que este algoritmo demanda mayor procesamiento que los otros algoritmos. La
causa principal de este incremento esta dada por el uso del algoritmo de McCaskill en la
etapa de creacion de la poblacion inicial, asi como en la etapa de creacion de los individuos

ya que para cada secuencia se valida la posible formacién de pseudonudos.

De acuerdo a los resultados obtenidos por el algoritmo genético, se mostré que el
método para obtener las hélices mediante la probabilidad que tienen los pares base de
aparecer en la estructura secundaria en la mayoria de casos es una buena técnica. Sin
embargo, puede haber instancias en las que dada su naturaleza la estructura secundaria se
conforme por hélices con baja probabilidad, lo que ocacionaria que el resultado obtenido

por el algoritmo no sea favorable.
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Como trabajo futuro se plantea el estudio y mejora del prototipo para incluir un
analisis estructural de las estructuras secundarias obtenidas, asi como la comparacién entre
estructuras secundarias dadas. Ya que en el presente trabajo nos enfocamos, solo en los
algoritmos para la prediccion de estructuras secundarias a partir de una secuencia de ARN

dada, con ello cumpliendo los objetivos establecidos al inicio de la tesis.

Otro trabajo a futuro, es el estudio e implementaciéon de técnicas de paralelizacion
de algoritmos, con lo cual se ayudaria a mejorar los tiempos de ejecuciéon de los
algoritmos. Ademas, de la inclusion de técnicas de optimizacion del coédigo Python para el

procesamiento en GPU mediante PyCUDA.
Finalmente con respecto al prototipo para la prediccién de estructuras secundarias,

el codigo fuente estara disponible en el repositorio de Github (https://github.com/

payalaell6/RNASecStrucPredict), el cual podra ser utilizado y modificado libremente.
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A. Configuraciones del Algoritmo Genético

Tabla 1: Configuracion del algoritmo genético para instancias sin pseudonudos:

Clave ny o le. B ne ne 0

PDB 01045 1 1 1 04 0 0 200
PDB 01130 9 27 5 04 10 8 200
PDB 00481 6 18 4 04 7 5 200
PDB 00136 7 21 4 04 8 6 200
PDB 00999 6 18 4 04 7 5+ 200
PDB 01115 8 24 4 04 9 7 200
PDB 01113 9 27 5 04 10 8 200
PDB 01128 7 21 4 04 '8 6 200
PDB 01125 12 36 5 04 14 11 200
SRP 00342 12 36 5. 04 14 11 200
PDB 00213 12 36 5 04 14 11 200
SRP 00051 15 45 7 04 18 13 200
PDB 00542 17 51 8 04 20 15 200
PDB 01236. '23: 69 10 04 27 21 200
ASE 00251 17 51 8 04 20 15 200
RFA 00814 23 69 10 0.4 27 21 200
PDB. 00557 22 66 10 04 26 20 200

ASE 00258 35 105 10 0.4 42 31 200
RFA 00819 44 132 10 04 52 40 200
ASE 00010 38 114 10 04 45 34 200
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Tabla 2: Configuracion del algoritmo genético para instancias con pseudonudos.

Clave n, « l. B mne ne 6

PKBS&1 3 6 3 04 2 2 200
PKB74 7T 21 4 04 8 6 200
PKB73 8 24 4 04 9 7 200
PKBb5 5 15 3 04 6 4 200
PKB281 3 6 3 04 2 2 200

RF00165_BCV 33 99 10 04 39 30 200
PDB 00944 26 78 10 04 31 23 200
PDB 01021 39 117 10 04 46 35 200
PDB 01023 40 120 10 04 48 36 200
PKB144 20 60 10 04 24 18 200
PDB 01009 29 8 10 04 34 26 200
RFO00114_S15 28 & 10 04 33 25 200
RF00094_HDV 38 114 10 04 45 34 200
RFA 00636 48 144 10 04 57 43 200
CRW 00687 17 51 &8 .04 20 15 200
CRW _ 00611 23 69 10004 27 21 200
CRW _ 00641 23 69 100 04 27 21 200
CRW _ 00659 23 .69 10 04 27 21 200
ASE 00429 21 63 10 04 25 19 200
ASE 00131 2472 10 04 28 22 200
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Resumen

El comportamiento de una molécula de ARN depende directamente de sus estructuras secundarias y
terciarias. Sin embargo, se ha demostrado que la prediccién de estructuras secundarias con pseudonudos
arbitrarios es un problema NP-completo. En este articulo presentamos un estudio comparativo de tres
algoritmos basados en la técnica de programacién dindmica. Los algoritmos de Nussinov y Zuker
predicen estructuras secundarias sin pseudonudos, mientras que el algoritmo de Akutsu 1o hace con
pseudonudos simples. También presentamos una metaheuristica que utiliza un algoritmo' genético para
producir subestructuras cuasi-Optimas que a su vez permiten la prediccioén de estructuras secundarias con
pseudonudos simples. Finalmente, presentamos un andlisis experimental de los cuatro-algoritmos utilizando
instancias publicas de estructuras de ARN provistas por las bases de datos RNA STRAND y PseudoBase
++.

Palabras Clave: IAR, Estructura Secundaria de ARN, Minima Energia Libre, Pseudonudo, Programacion
Dindmica, Algoritmo Genético.

Abstract

The behaviour of an RNA molecule is directly linked to its secondary and tertiary structures. However,
it has been proved that the secondary structure prediction problem with arbitrary pseudoknots is an
NP-complete problem. In this paper, we present-a comparative study of three algorithms based on the
dynamic programming technique. The Nussinov and Zuker algorithms predict secondary structures without
pseudoknots, whereas Akutsu algorithm does it with simple pseudoknots. We also present a metaheuristic
that uses a genetic algorithm to produce quasi-optimal substructures which in turn allow the prediction of
secondary structures with simple pseudoknots. Finally, we present an experimental analysis of the four
algorithms using public instances: of RNA structures provided by RNA STRAND and PseudoBase ++
databases.

Keywords: IAR, RNA Secondary Structure, Minimum Free Energy, Pseudoknot, Dynamic Programming,
Genetic Algorithm.

1. Introduccion

El 4cido ribonucleico (ARN) es una molécula que consiste en una cadena formada por los nucledtidos:
Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) y Uracilo (U). En comparacién con el ADN, las moléculas de ARN
son menos estables y muestran una mayor variabilidad en su estructura tridimensional [1]. El ARN adquiere
una gran relevancia, ya que estd involucrado en varios procesos bioldgicos, tales como la codificacién
y decodificacién de informacién genética; regulacion, detecciéon y comunicacién de respuestas a sefiales
celulares; asi como a la catalizacién de las reacciones bioldgicas [2].

Debido a que la funcionalidad de una molécula de ARN depende en gran medida de sus estructuras
secundarias y terciarias, es importante su estudio y caracterizacion [3]. La caracterizaciéon y modelacién
de la estructura terciaria representa un mayor desafio cientifico y tecnoldgico que la estructura secundaria.
Por ello, los esfuerzos se han enfocado en gran medida en la prediccién de estructuras secundarias, ya
que es experimentalmente accesible y contiene informacién para determinar la relacién entre estructura y
funcionalidad [4].



La estructura secundaria de una secuencia de ARN consiste en el plegamiento de la cadena de
nucledtidos consigo misma mediante los enlaces de hidrégeno entre sus bases y en diferentes posiciones
sobre la misma, en donde cada nucleétido sélo puede formar parte de un par base [2].

Definiciéon 1.1 (Secuencia de ARN) Sea r = ry...r, una cadena y Y sgy = {A,C,G,U} el conjunto que
representa el alfabeto de los nucledtidos que conforman el ARN. Si r es una cadena conforme al alfabeto
Y Arn, entonces, r es una secuencia de ARN.

La estructura secundaria se puede representar por el conjunto S, de pares de indices, que corresponden
con las posiciones de los pares base sobre la secuencia r,

Sec{(j)|1<i<j<n}
donde n es la longitud de la secuencia, i y j son posiciones en la cadena que representan bases
complementarias sujetas a las siguientes restricciones [5] [6]:

1. Cada indice k € {1,...,n} ocurre a lo mds una vez en el emparejamiento de S,.
1. Para cada par (i,j) de S,, el par de bases (i,j) es un par de tipo Watson-Crick: (r;,r;) €
{(4,U0),(U,A),(C,G),(G,C)}, o es un par tipo Wobble: (r;,r;) € {(G,U),(U;G)}.
11. Para cada par (i,j) de S,, j—i > 4 (donde 4 es el tamafio minimo de-una regién de bases no
complementarias llamada bucle en horquilla).

En la Figura 1, se muestran las subestructuras elementales que pueden-contener la estructura secundaria
mediante métodos de plegamiento por maximizacién de pares base o por minimizacién de energia libre
entre moléculas.

i+1 j—1
i J i J

tallo bucle en horquilla protuberancia

i+k+1 j—ko—1
i J

bucle interno bucle miiltiple

Figura 1: Representacion de las posibles substructuras que una cadena de ARN puede adoptar. Las bases se muestran
como puntos y las lineas representan las conexiones entre las bases [5]. Los indices i, j, k, k| y k> representan los
pares base a partir de los cuales se forma la subestructura.



A continuacion, se define el problema de la prediccidn de la estructura secundaria.

Definicion 1.2 (Prediccion de la estructura secundaria) Dada una secuencia r conforme al alfabeto
Y ury, realizar el plegamiento de la secuencia utilizando las restricciones anteriormente listadas,
generando las subestructuras permitidas [5] [7] [8], para obtener la estructura secundaria S, con la
minima energia libre o la estructura que maximice el niimero de pares base.

Una topologia o tipo de subestructura mas compleja es el pseudonudo (Figura 2), la cual se caracteriza
por el emparejamiento de bases en un bucle con residuos no apareados de la subestructura. Enseguida se
describe formalmente el pseudonudo.

Definicion 1.3 (Pseudonudo) Para todos los pares base de una estructura secundaria, si existen dos pares
base (i,j) y (k,I) que no son continuos (i < j < k <), ni anidados (i < k <1 < j), pero se intersectan
(i < k < j <), entonces la estructura secundaria contiene un pseudonudo [9].

Figura 2: Representacion esquematica de un pseudonudo. Las lineas punteadas representan las conexiones entre los
pares base complementarios. Las conexiones entre pares base de los nodos resaltados conforman el pseudonudo.

La interseccién de los pares base (i, j) y (k, 1) que obedece a la restriccién (i < k < j < ), se muestra en
la Figura 3. Si consideramos el par base (i, j)-con las posiciones (1,13) y al par base (k,!) con las posiciones
(6,21), claramente se observa esta interseccién o superposicién de pares base (1 < 6 < 13 < 21).

|
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Figura 3: Representacion planar de un pseudonudo.

Con base en las definiciones anteriores, el problema de la prediccién de estructuras secundarias con
pseudonudos-se define como sigue:

Definicion 1.4 (Prediccion de la estructura secundaria con psudonudos) Dada una secuencia de ARN,
la salida de la prediccion con pseudonudos serd la estructura secundaria que incluya pseudonudos que
contienen la informacion de emparejamiento de bases.

2. Metodologia y Materiales

Las estructuras secundarias se determinan mediante técnicas de laboratorio. Las técnicas mds utilizadas
para determinar las estructuras de ARN son: los Rayos X, Cristalografia y 1a Resonancia Magnética Nuclear
(NMR) ( [3], [10]). En los tltimos afios ha surgido un mayor interés por la prediccién de dichas estructuras
mediante la modelacién computacional. Con los métodos computacionales es posible reducir el tiempo
y costo de la prediccién de estructuras secundarias para una molécula [3]. Sin embargo, la modelacién
computacional no estd exenta de limitantes. Un claro ejemplo de ello es la prediccion de estructuras con
pseudonudos, la cual incrementa la complejidad tanto en tiempo como en espacio. Se ha demostrado que
la prediccion de estructuras con pseudonudos utilizando el modelo termodindmico de minimizacién de la
energia libre es un problema NP-completo ( [11], [12]).



A lo largo de la historia se han implementado diferentes algoritmos utilizando técnicas como
programacion dindmica y algoritmos genéticos principalmente. Entre los algoritmos que excluyen la
prediccién de pseudonudos y que se basan en la técnica de programacién dindmica se encuentran:
Nussinov [13] que utiliza un enfoque de maximizacién de pares base; bajo la hipétesis de que entre més
emparejamientos existan entre bases de la cadena de ARN, menor serd la energia libre de la molécula.
Zuker [14] que utiliza el concepto de minimizacién de energia libre mediante la asignacién de energias
termodindmicas a cada tipo de subestructura que conforman la estructura secundaria final; estds energias
dependen del tamafio de las subestructuras, y la energia total de la secuencia se representa como la suma
de todas las contribuciones individuales de éstas subestructuras. Ambos algoritmos exhiben un orden de
complejidad O(n?).

Por otro lado, respecto a los algoritmos que incluyen la prediccién con pseudonudos destacan los
propuestos por: Rivas [15] que propone un algoritmo con enfoque de minimizacién de la energfa libre
y con restriccién en el tipo de pseudonudo con un orden de complejidad O(n®). Akutsu [11] que propone
un algoritmo que maximiza el nimero de pares base e incluye la predicciéon de pseudonudos simples.con
un orden de complejidad O(n*). Del algoritmo de Akutsu en [16] se propone una modificacién.que incluye
el modelo termodindmico de minimizacién de energia libre y reduce la complejidad del espacio de O(n®) a
O(n?), con un tiempo de ejecucién de O(n*).

Con respecto a enfoques metaheuristicos para la prediccién de estructuras secundarias, en los dltimos
afios se han propuesto una variedad de algoritmos genéticos, como GAKknot [9] el cual genera un conjunto
de hélices mediante un enfoque similar al del algoritmo Nussinov. A partir-de este conjunto de hélices
se genera la poblacion inicial, en donde cada individuo se crea a través de las combinaciones de las
hélices previamente encontradas. Posteriormente, se aplican los operadores genéticos de seleccion, cruza
y mutacién para obtener la solucién. El algoritmo propuesto en [17] (GA-GRASP) combina un algoritmo
genético y la metaheuristica GRASP (Greedy Randomized Adaptive Search Procedure) en combinacién
del modelo termodinamico de energia libre. El algoritmo RNAknot [18] es una mejora del algoritmo GA-
GRASP que incluye la prediccion de todos los tipos de subestructuras basicas (Figura 1) y dos tipos de
psedudonudos: simple (H-type) y Kissing-Hairpin, conun orden de complejidad O(n?) 4 O(k x nbs), donde
k es el nimero de iteraciones y nbs es el nimero de individuos en la poblacién.

En la Figura 4, se muestra el flujo basico de los algoritmos genéticos mencionados.

« Generar la lista de

Secuencia de ARN ; "
posibles hélices

Y

Creacion de la
poblacién inicial

\ 4

T T
Calculo de aptitud y
Seleccion de

A

individuos

¢ Se cumple el
criterio de paro?

Aplicar heuristica:
GRASP, Busqueda
Local

Figura 4: Diagrama de flujo del algoritmo genético.



En la Tabla 1, se presentan los enfoques de minimizacién de energia de cada modelo y su
correspondiente algoritmo, asi como sus restricciones en cuanto a si su prediccién incluye o no los
pseudonudos, indicando el tipo de pseudonudo en su caso.

Tabla 1: Caracterizacion de los algoritmos para modelacion de estructuras secundarias.

Prediccion con

Algoritmo  Modelo de minimizacién de energia pseudonudos Tipo
Nussinov Maximizacién de pases base N
Zuker Modelo Termodindmico N -
Akutsu Modelo Termodindmico S Simple
RNAknot Modelo Termodindmico S Simple, Kissing Hairpin

2.1. Pardmetros de energia

La base de datos del vecino mds cercano (Nearest Neighbor Database, NNDB) [19], es un modelo
termodindmico que asume que la estabilidad de un par base especifico depende directamente de las bases
vecinas. Esta base de datos proporciona los pardmetros de energia que permiten la prediccion de una
estructura secundaria estable.

La estabilidad de una estructura secundaria se mide por el cambio de energia libre AG. Este cambio
se aproxima como la suma de las contribuciones individuales de cada subestructura que conforma la
estructura secundaria [20]. A continuacion, se enlistan los cambios de energia que pueden ocurrir durante
la construccién de la estructura secundaria:

» AG = 0 indica equilibrio en la estructura.
= AG > 0 indica desestabilizacion en la estructura.
= AG < 0 indica que la estructura es estable.

Las reglas de cambio de energia se dividen por tipo de estructura: hélices, energias desestabilizadoras
por tamafio de bucle (horquilla, protuberancia, interno), bucles internos generales (simétricos, asimétricos),
extremos no-pareados y bucles multiples. Para ‘cubrir la contribucién energética de cada tipo de
subestructura, la base de datos NNDB cuenta con un total de 12883 parametros de energia.

En la Tabla 2, se muestra la energia libre AG entre cada par base que conforma una hélice dentro de la
estructura secundaria. Estos pardmetros de energia son estdndar y se aplican en la construccion de cualquier
hélice.

Tabla 2: Energia (kcal /mol) de las hélices entre cada par base.

AU CG GC UA GU UG

AU -09 -22 -21 -11 -06 -14
CG -21 -33 24 -21 -14 =21
GC -24 -34 -33 -22 -—-15 =25
UA -13 -24 -21 -09 -10 -13
GU -13 -25 -21 -14 -05 +13
UG -10 -15 -14 -06 403 -05

2.2. Secuencias de ARN

En la Tabla 3 y Tabla 4, se muestran las secuencias de ARN utilizadas en el desarrollo del proyecto.
De cada secuencia se cuenta con la estructura secundaria obtenida mediante experimentacion (Rayos X y/o
Resonancia Magnética Nuclear), 1a cual es utilizada como la estructura de referencia para la validacion de
los resultados.



Tabla 3: Secuencias de ARN sin pseudonudos en la estructura de referencia. Las secuencias fueron obtenidas de la
base de datos RNA STRAND [21].

Clave Tipo Longitud  Método validacién
nt

PDB_01130  ARN sintético 60 Rayos X
PDB_00481  ARN sintético 62 Rayos X
PDB_00136  Intron del GrupoII 70 Rayos X
PDB_01115  ARN sintético 74 Rayos X
PDB.01113  ARN sintético 75 Rayos X
PDB_01128  ARN sintético 75 NMR
PDB.01125  ARN sintético 86 NMR
PDB_00213  ARN sintético 101 NMR
PDB_00542  ARN sintético 126 Rayos X
PDB_01236  ARN sintético 153 Rayos X

Tabla 4: Secuencias de ARN con pseudonudos en la estructura de referencia. Las secuencias fueron obtenidas de la
base de datos PseudoBase ++ [22].

Clave Tipo Longitud  Método validacion
nt
PKB5 ARN viral 41 NMR
PKB73 ARNm 33 NMR
PKB74 ARNm 28 NMR
PKB80 Cambio de marco Viral 49 NMR
PKBS81 ARN sintético 26 NMR
PKB107  Cambio de marco Viral 52 NMR
PKB243 - 121 NMR
PKB273  Viral 48 NMR
PKB280  Cambio de marco Viral 68 NMR
PKB281  Cambio de marco Viral 43 NMR

En la Figura 5, se muestran la estructura correspondiente a la secuencia PDB_01115 en forma
esquematica y notacién Dot-Bracket.

50
u
A-G A
G A‘30 UGG=
u A Ac.'cc
c A 0 G‘..GA G
20 G G-<U A Ay c-YU ..L
G = C U cry = G
A a2 ¢ 6 St A"% G ALy 60
C c 'Gé_? G- S
<A
C-G
AU
70
G-C
C:G
G-C
A

GCGACUCGGGGUGCCCUGCAAGGCUGAGAAAACCCGUAUACCUGACUGGAUAAUGCCAGCGUAGGGAAGUCGCA
CCCCCCCCCCCCCCCC ) ))) e )))))) - OO e ))))))-)))))I))

Figura 5: Estructura secundaria correspondiente a la secuencia PDB_01115.



2.3. Construccion del modelo

A continuacion, se enlistan los pasos que conforman la metodologia para la prediccién de estructuras
secundarias de ARN (Figura 6).

1. Secuencia de ARN: obtencién y almacenamiento de las secuencias de ARN. Dichas secuencias son
almacenadas localmente en archivos de texto plano en formato FASTA.

2. Cdlculo de la energia libre: esta es una etapa en conjunto con el algoritmo de prediccidn; para ello
se utiliza el modelo termodindmico del vecino mas cercano (Seccién 2.1), en el que se sumariza la
contribucidén energética de cada subestructura que conforma la estructura secundaria final.

3. Algoritmo de prediccion: se producen cuatro soluciones conforme a los algoritmos de Nussinov,
Zuker, Akutsu y RNAknot.

4. Notacién Dot-Bracket: estructura secundaria predicha en un formato especifico para. permitir su
posterior visualizacion.

5. Estructura secundaria: es el resultado de la prediccién (estructura secundaria), en el formato
establecido y energia libre o niimero maximo de pares base, con la cual el prototipo desplegard el
resultado.

1.- Secuencia de ARN

» GCCCUUGGCA

Base de datos
2.- Célculo de energia libre

A 4

AGT =S Zi(AHvtack . TASstack) \C Zj(AHlm)p i TASloop)

3.- Algoritmo de prediccion

A 4

4.- Notacion Dot—Brackct‘

(CC.-)))-

5.- Estructura secundaria

(a)
GRoSoms
9 OO

Figura 6: Diagrama de flujo del proceso de la prediccién de estructuras secundarias.
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3. Resultados y discusion
3.1. Métrica de precision

Para evaluar la precision de la prediccién de los métodos, se utiliza la técnica descrita en [23], que utiliza
los conceptos de sensibilidad y valor predictivo positivo.

La sensibilidad (S), representa el porcentaje de pares base presentes en la estructura de referencia que
ocurren en la estructura secundaria predicha, este valor es calculado con la siguiente ecuacién:

VP
§=— - (D)
VP+FN
El valor predictivo positivo (VPP), describe que porcentaje de pares base predichos ocurren en la
estructura secundaria de referencia, se obtiene mediante la ecuacion:

VP

VPP= —
VP+FP

@

Donde, VP es el nimero de pares base predichos correctamente, FN el nimero de pares base en la
estructura de referencia que no estan en la estructura predicha y FP es el nimero de pares base predichos
que no estan en la estructura de referencia.

Adicionalmente, se incluye la medida de precision Valor-F, valor que varia entre 0 y 1, donde O indica
que no hay pares base en comtin entre ambas estructuras y 1 indica una precision perfecta. El cual se obtiene
con la siguiente ecuacion:

Valor-F 2xSxXVPP 3)
alor-F = ————
y S+VPP

3.2. Analisis de Resultados

El conjunto de secuencias de prueba (Subseccion 2.2), utilizado para evaluar el rendimiento, a través
de los conceptos de sensibilidad (Ec. (1)) y de valor predictivo positivo (Ec. (2)), consta de 20 secuencias;
de las cuales 10 son libres de pseudonudos y las otras 10 incluyen un pseudonudo de tipo simple en la
estructura de referencia. Mediante la ejecucién de cada algoritmo se obtuvo la eficiencia con respecto a las
métricas definidas.

En la Tabla 5 se muestra el promedio del Valor-F (Ec. (3)) por algoritmo, agrupado por estructura con o
sin pseudonudo en la estructura de referencia. La estructura obtenida de manera experimental se asume que
tiene un Valor-Fde 1.

Tabla 5: Valor-F promedio en estructuras sin y con pseudonudos.

Valor-F

Algoritmo Estructuras sin pseudonudos Estructuras con pseudonudos

Nussinov ~ 0.2655 0.2329
Zuker 0.7816 0.4817
Akutsu 0.4766 0.7349
RNAknot  0.4609 0.8039

Con respecto a las instancias sin pseudonudos, el algoritmo Zuker exhibe una mayor precisién con un
78.1 %, seguido por Akutsu con 47.6 %, luego RNAknot con 46 % y finalmente Nussinov con 26.5 %. Para
Zuker es buen resultado ya que la mayoria de algoritmos de prediccion logran un porcentaje de efectividad
de entre 60% y 80% como se muestra en las comparaciones realizadas en [9] [23]. En tanto para Akutsu
y RNAknot el porcentaje es superior a 45 %, lo cual es entendible debido a que la estructura de referencia



no incluye pares base que formen un pseudonudo, pero la prediccion de estos algoritmos en la mayoria de
las instancias incluye posibles pseudonudos. Sin embargo, hay instancias como: PDB_00136, PDB_01125
y PDB_00213, en donde la métrica VPP supera el 70 % (Apéndice A, Tabla 7). Finalmente, respecto a la
efectividad del algoritmo Nussinov el porcentaje es muy bajo, la principal razén parece estar ligada a que
este método se basa en la maximizacion de pares base, lo que conlleva a que las estructuras resultantes
incluyan una mayor cantidad de hélices y se pierdan otro tipo de subestructuras como los bucles (interno,

horquilla, protuberancia).

Con la instancia PDB_00136, los cuatro algoritmos presentan el valor predictivo positivo mds alto
(Nussinov: 64.28 %, Zuker: 85.71%, Akutsu 67.85% y RNAknot 94.73%). La Figura 7, muestra la
estructura secundaria de referencia y las estructuras predichas por los algoritmos analizados para la instancia
PDB_00136, mientras que en la Tabla 6, se muestran la estructura en formato Dot-Bracket y su energia libre

en kcal /mol.
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Figura 7: Representacion de las estructuras secundarias correspondientes a la secuencia PDB_00136. La Figura a)
corresponde a la estructura secundaria de referencia, b) a la prediccién por Nussinov, ¢) prediccion por Zuker, d) a la
prediccion obtenida por Akutsu y d) a la prediccion obtenida por RNAknot. La visualizacion de las estructuras se
realiz6 mediante la herramienta Forna [24].

Tabla 6: Estructuras predichas para la instancia PDB_00136.

Algoritmo Secuencia - Estructura Energia
keal /mol

Referencia GUCUACCUAUCGGGCUAAGGAGCCGUAUGCGAUGAAAGUCGCACGUACGGUUCUAUGCCCGGGGGAAAAC

e CCCCC OO e C2))))))-2))))))))))--)))))))))) ... .-366
Nussinov. GUCUACCUAUCGGGCUAAGGAGCCGUAUGCGAUGAAAGUCGCACGUACGGUUCUAUGCCCGGGGGAAAAC
CCCoCCCCCCCC o C)=2)))))--)))))))))-)))))))))))) . .) 288
GUCUACCUAUCGGGCUAAGGAGCCGUAUGCGAUGAAAGUCGCACGUACGGUUCUAUGCCCGGGGGAAAAC
O N O N e O A O A G )))))-))))) D)) ))))) ) ). )) 2310
Akutsu ~ GUCUACCUAUCGGGCUAAGGAGCCGUAUGCGAUGAAAGUCGCACGUACGGUUCUAUGCCCGGGGGAAAAC

S O G o A A I A 0 2 A A I A A A A A 50 20 M A A A 1 1 1 I A 1 1 1 0 0 I A 47.4
RNAknot GUCUACCUAUCGGGCUAAGGAGCCGUAUGCGAUGAAAGUCGCACGUACGGUUCUAUGCCCGGGGGAAAAC
CCCCCC . CCCCave)))) e w2))))))))) e )))) D)) e -28.60

Zuker




Respecto a las instancias con pseudonudos en la estructura de referencia, el algoritmo RNAknot es el
que exhibe un mayor porcentaje de precision con un 80.39 %, seguido por Akutsu con 73.49 %, después
Zuker con 48.17 % y finalmente Nussinov con un 23.29 %. Como se menciond anteriormente el porcentaje
promedio de efectividad varia del 60% al 80%, por lo cual el resultado obtenido por los algoritmos
RNAknot y Akutsu es favorable. Para los algoritmos Nussinov y Zuker no es sorpresa que el promedio
de efectividad sea bajo, ya que estos no incluyen pseudonudos en su prediccién, por lo cual en la mayoria
de las instancias de prueba se encuentran pocos pares base en comiin entre la estructura de referencia y la
estructura predicha.

Para la instancia PKB73, los cuatro algoritmos evaluados obtuvieron el Valor-F mds alto. En la Figura 8,
se muestra una representacion planar de la estructura obtenida por cada uno de los algoritmos, con este tipo
de gréfica es mas simple la visualizacién del pseudonudo ya que se ven claramente las intersecciones entre
las lineas que representan la conexién entre cada par base.

Wz
5 \
D)
(COUA) CEUCALACAELCEUIC

BUBE©

CUEECCAE!

a) b)

Figura 8: Representacion planar de las estructuras secundarias correspondientes a la secuencia PKB73. La Figura a)
corresponde a la estructura secundaria de referencia, b) a la prediccién por Nussinov, ¢) prediccion por Zuker, d) a la
prediccion obtenida por Akutsu y d) a la prediccion obtenida por RNAknot. La visualizacién de las estructuras se
realizé mediante la herramienta Varna [25].

En la Figura 9, se muestra la gréfica de los tiempos de ejecucién de los cuatro algoritmos para cada
una de las.instancias de prueba. Para el caso de los algoritmos con prediccién de pseudonudos Akutsu y
RNAKknot; se observa Akutsu tiene un mejor desempeifio en tiempo de ejecucion, sin embargo, como se
mostré anteriormente el algoritmo RNAknot tiene un mejor desempefio en cuanto a precicion con respecto
a'la estructura de referencia. Lo mismo sucede para los algoritmos Nussinov y Zuker, mientras que el
algoritmo Nussinov tiene un mejor desempefio en tiempo de ejecucién, por mucho el algoritmo de Zuker
tiene un mejor desempefio en cuanto a la precision de la estructura secundaria predicha.
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Tiempo (segundos)

10°

—— Nussinov
= Zuker
=  Akutsu
1 = RNAknot
10
10°
10"
10°
10°

PKB81
PKB74
PKB73
PKB5
PKB281
PKB273
PKB80
PKB107
PKB280
PKB243

PDB_01130
PDB_00481
PDB_00136
PDB_01115
PDB_01113
PDB_01128
PDB_01125
PDB_00213
PDB_00542
PDB_01236

Secuencias de ARN

Figura 9: Tiempos de ejecucién.

Los algoritmos Nussinov, Zuker y Akutsu se implementaron construyendo un sistema en el lenguaje
de programacion Python versién 3.7.3, mientras que para el algoritmo RNAknot se utilizé el software
implementado en [18]. Las pruebas se realizaron en una computadora portatil Dell G3 con procesador
Intel(R) Core(TM) i5-8300H CPU@ 2.30GHz, RAM 16GB.

4. Conclusiones

En este articulo presentamos un andlisis sobre los principales algoritmos basados en programacién
dindmica y.algoritmos genéticos para la prediccion de estructuras secundarias. Con los resultados obtenidos
a través de las métricas planteadas observamos que los algoritmos RNAknot, Akutsu y Zuker que incluyen
un modelo termodindmico para la minimizacién de energia tienen un porcentaje de precision mayor que
el algoritmo Nussinov que utiliza un enfoque de maximizacién de pares base. También se observa que
existeuna variabilidad en la precision y sensibilidad con respecto a las diferentes instancias. Es por ello,
importante en el desarrollo de un sistema robusto para la prediccién de estructuras secundarias de ARN
incluir varios algoritmos para que a partir de los diferentes resultados obtener una mejor propuesta.

Como trabajo futuro se planea el disefio e implementacién de un algoritmo genético que incluya el
modelo termodindmico de minimizacién de energia, el cual puede ser alimentado con poblaciones iniciales
de estructuras secundarias sub6ptimas desde el punto de vista energético.

Con respecto a la validacién de resultados, un trabajo a futuro interesante es incluir una validacién desde
la perspectiva topoldgica de la estructura que complemente los pardmetros de sensibilidad y precision.
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A. Apéndice

Tabla 7: Métricas de precision por instancia y algoritmo.

Clave Algoritmo VP FN  FP S VPP Valor-F Clave Algoritmo VP FN  FP S VPP Valor-F
Nussinov 18 8 10 0.6923  0.6428  0.6666 Nussinov 0 8 13 0.0 0.0 0.0
Zuker 18 8 10 0.6923  0.8571  0.7659 Zuker 5 3 6 0.6250  0.4545  0.5263
PDB_00136 PKBS5
Akutsu 19 7 9 0.7307  0.6785  0.7037 Akutsu 8 0 6 1.0 0.5714  0.7272
RNAknot 18 8 1 0.6923 09473  0.80 RNAknot 4 4 4 0.50 0.50 0.50
Nussinov 0 20 24 0.0 0.0 0.0 Nussinov 7 5 4 0.5833  0.6363  0.6086
Zuker 20 0 0 1.0 1.0 1.0 Zuker 7 5 2 0.5833  0.7777  0.6666
PDB.01130 PKB73
Akutsu 16 4 10 0.80 0.6153  0.6956 Akutsu 12 0 0 1.0 1.0 1.0
RNAknot 0 20 19 0.0 0.0 0.0 RNAknot 11 1 0 09166 1.0 0.9565
Nussinov 0 26 24 0.0 0.0 0.0 Nussinov 5 6 5 04545  0.50 0.4761
Zuker 14 12 0 0.5384 1.0 0.70 Zuker 7 4 0 0.6363 1.0 0.7777
PDB_00481 PKB74
Akutsu 0 26 22 0.0 0.0 0.0 Akutsu 11 0 0 1.0 1.0 1.0
RNAknot 7 19 7 02692 0.50 0.35 RNAknot 8 3 0 07272 1.0 0.8421
Nussinov 9 17 18 0.3461 0.3333  0.3396 Nussinov 0 12 15 0.0 0.0 0.0
Zuker 20 6 1 0.7692  0.9523  0.8510 Zuker 0 12 10 0.0 0.0 0.0
PDB.01115 PKB80
Akutsu 6 20 22 0.2307 02142  0.2222 Akutsu 12 0 5 1.0 0.7058  0.8275
RNAknot 10 16 10 03846  0.50 0.4347 RNAknot 12 0 0 1.0 1.0 1.0
Nussinov 8 19 19 02962 02962  0.2962 Nussinov 2 6 6 0.25 0.25 0.25
Zuker 18 9 1 0.6666  0.9473  0.7826 Zuker 5 3 0 0.6250 1.0 0.7692
PDB._01113 PKB81
Akutsu 6 21 22 02222  0.2142  0.2181 Akutsu 8 0 0 1.0 1.0 1.0
RNAknot 6 21 11 02222 0.3529  0.2727 RNAknot 6 2 0 0.75 1.0 0.8571
Nussinov 0 27 27 0.0 0.0 0.0 Nussinov 0 12 17 0.0 0.0 0.0
Zuker 12 15 6 0.4444 _ 0.6666  0.5333 Zuker 0 12 11 0.0 0.0 0.0
PDB_01128 PKB107
Akutsu 14 13 19 05185 0.4242  0.4666 Akutsu 12 0 5 1.0 0.7058  0.8275
RNAknot 8 19 9 0.2962 04705  0.3636 RNAknot 12 0 0 1.0 1.0 1.0
Nussinov 18 18 18 0.50 0.50 0.50 Nussinov 0 31 45 0.0 0.0 0.0
Zuker 33 3 0 0.9166 1.0 0.9565 Zuker 20 11 7 0.6451 0.7407  0.6896
PDB_01125 PKB243
Akutsu 27 9 6 0.75 0.8181  0.7826 Akutsu 22 9 19 0.7096  0.5365  0.6111
RNAknot 24 12 0 0.6666 1.0 0.80 RNAknot 11 20 16 03548  0.4074  0.3793
Nussinoy 9 32 30 02195 02307  0.2250 Nussinov 5 6 11 04545  0.3225  0.3703
Zuker 30 11 3 0.7317 09090  0.8108 Zuker 6 5 6 0.5454 050 0.5217
PDB_00213 PKB273
Akutsu 32 9 9 0.7804  0.7804  0.7804 Akutsu 10 1 6 0.9090  0.6250  0.7407
RNAknot 23 18 9 0.5609  0.7187  0.6301 RNAknot 6 5 3 0.5454  0.6666  0.60
Nussinov 8 42 40 0.16 0.1666  0.1632 Nussinov 6 8 17 0.4285  0.2608  0.3243
Zuker 32 18 8 0.64 0.80 0.7111 Zuker 7 7 11 0.50 0.3888  0.4375
PDB_00542 PKB280
Akutsu 19 31 30 0.38 0.3877  0.3838 Akutsu 12 2 13 0.8571 0.48 0.6153
RNAknot 19 31 14 0.38 0.5757  0.4578 RNAknot 13 1 0 0.9285 1.0 0.9629
Nussinov 26 28 32 0.4814 04482  0.4642 Nussinov 3 5 9 03750  0.25 0.30
Zuker 37 17 14 0.6851  0.7254  0.7047 Zuker 3 5 3 03750  0.50 0.4285
PDB_01236 PKB281
Akutsu 29 25 30 0.5370 04915  0.5132 Akutsu 0 8 10 0.0 0.0 0.0
RNAknot 24 30 18 0.4444  0.5714  0.50 RNAknot 8 0 1 1.0 0.8888  0.9411
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