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Resumen: Este articulo presenta una nueva metodologia para la
correccion de linea base, el alineamiento de picos, la eliminacion de ruido
y la clasificacion de datos electroforéticos (DER). Las técnicas
matematicas usadas fueron: correccion linea base L2, analisis wavelet,
alineamiento Nedleman and Wusch y analisis multi energia que fue
utilizada con el propédsito de ubicar informacién importante en los
aminoacidos presentes en los datos electroforéticos. Adicionalmente,
este articulo evidencia que es posible corregir la linea base, eliminar
ruido y alinear datos electroforéticos sin cambiar sus caracteristicas
originales de energia y formas de onda. Se utilizaron 35 sefiales, en las
cuales el porcentaje de error en cuanto a correccion de linea base fue
de 0%, en alineamiento fue de 1.23%, y de clasificacion fue de 3.5+1.2.
Finalmente, se muestra que es posible utilizar esta metodologia sin
importar las caracteristicas de las sefiales originales, lo que permite que
sea un sistema de multiples soluciones en los datos electroforéticos,
cromatograficos y otros.

Palabras clave: datos electroforéticos, Clasificacion, correccion linea
base, alineamientos de picos, procesamiento de sefales.

ELECTROPHORETIC REGISTERS: CORRECTING BASELINE,
ALIGNMENT, DENOISING AND ENERGY
CONCENTRATION

Abstract: This paper presents a methodology new for baseline
correction, peak alignment, denoising and electrophoretic data (DER)
classification. The mathematical techniques used were based line
correction L2, wavelet analysis, alignment and Wusch Nedleman and
multi energy, that was used for the purpose of locating important
information on the amino acids present in electrophoretic data.
Additionally, this article evidence that it is possible to correct the
baseline, eliminate noise and align electrophoretic data without changing
their original energy characteristics and waveforms. 50 signals were
used, in which the error rate in terms of baseline correction was 0%, in
alignment was 1.23%, and classification was 3.5 + 1.2. Finally, we show
that this method can be used regardless of the characteristics of the
original signals, which allows it a system of multiple solutions in the
electrophoretic, chromatographic and other data.
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1. INTRODUCCION

La Electroforesis Capilar es una
técnica de separacion de los
diferentes compuestos quimicos
que conforman una muestra
especifica. Esta técnica es muy
utilizada en la actualidad en
diferentes areas de investigacion,
como la Bioquimica, ingenieria,
Microbiologia,  Biologia celular,
Biotecnologia, Medicina Forense e
Industrias Alimentarias entre otras
123 pues a partir de los registros
adquiridos es posible identificar y
posteriormente medir la
concentracién de las distintas
sustancias que conforman la
muestra en estudio. Una aplicacién
de particular interés de Ia
electroforesis capilar es el analisis
de muestras tomadas en individuos
que se sospecha de tener el virus de
la meningitis, con el objetivo de
lograr la deteccién temprana de
esta enfermedad y asi prevenir a
futuro danos cerebrales, epilepsias,
hipoacusia o sordera, hidrocefalia,
pérdida de la vision o incluso hasta
la muerte en casos extremos*>°.

Universidad de Pamplona-
Colombia

Aceptado: Marzo 10 de 2015

La enfermedad de meningitis
también conocida bajo el nombre
meningitis espinal, es una infeccién
de los fluidos de la médula espinal y
de los fluidos que rodean al cerebro
67, Esta enfermedad puede ser
causada por una bacteria o por una
infeccidn viral, en este trabajo los
individuos en estudio fueron
contaminados con la bacteria
“klebsiella pneumoniae”, es posible
que estos sintomas no aparezcan o
no se detecten de forma
asintopatica. De ahi surge Ila
necesidad de desarrollar algoritmos
que a partir de registro
electroforéticos sea posible detectar
el virus en sus distintas etapas de
su desarrollo.

Sin embargo, en el analisis de datos
electroforéticos provenientes de
muestras tomadas de pacientes que
se sospecha tener el virus de la
meningitis, diferentes
inconvenientes hay que enfrentar
cuando se quiere realizar un estudio
que involucre la correccidén de linea
base, el alineamiento la eliminacion
de ruido y el reconocimiento de
patrones para procesos de
clasificaciéon. Problemas como la


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003044.htm
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/001571.htm
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003040.htm

poca reproducibilidad de los datos y
superposicion de picos, son algunos
de los inconvenientes que debe
enfrentar el investigador. Los datos
electroforéticos en muchas
ocasiones son analizados de forma
visual con el fin de evitar errores de
analisis debidos a los problemas
anteriormente mencionados. Sin
embargo, si se requiere un analisis
de numerosas muestras asociadas a
diferentes individuos, seria
imposible encontrar un buen
resultado y en un tiempo
relativamente corto si el proceso de
andlisis se hace en la forma
tradicional, que involucra un analisis
asistido de los registros
electroforéticos en busqueda de
patrones especificos asociados a la
presencia o no del virus. Este
analisis manual induciria a errores
debido al agotamiento fisico del
especialista. Por este motivo se
hace necesario el desarrollo de
herramientas auxiliares basadas en
un computador y soportadas
matematicamente para la seleccién
y extraccion de caracteristicas
relevantes que le indiquen al
especialista en forma rapida vy
precisa la existencia o no del virus
de la meningitis. En la actualidad
diferentes trabajos de investigacion
89,10 han utilizado  técnicas
matematicas aplicadas a datos
electroforéticos con el objetivo de
extraer, seleccionar vy clasificar
diferentes anormalidades que
pueden presentar ciertas sustancias
de interés, asi como también la
deteccién de ciertas
patologias®10:11, logrando la
caracterizacion o parametrizacion
de las diferencias o similitudes
encontradas en los registros
electroforéticos. Otro trabajo que ha
aportado un avance significativo en
el procesamiento de datos
electroforéticos usando analisis
wavelet y programaciéon dinamica
con el fin de acondicionar los datos
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electroforéticos y hacer wuna
reconocimiento de patrones en
mejores condiciones fue
recientemente introducido en??.

El aporte de este trabajo es el
alineamiento de picos, correccion de
linea base y reconocimiento de
patrones presentes en datos
electroforéticos que permitan
identificar zonas importantes, en
base al estudio de caracteristicas
presentes en registros
electroforéticos, con ayuda de
técnicas como: alineamiento,
coreccion de linea base, eliminacién
de ruido y analisis de energia. En un
futuro, el uso de herramientas
matematicas de clasificacién no
lineales como son las maquinas de
soporte  vectorial tradicionales
(SVM) vy las maquinas de soporte
vectorial de minimos cuadrados
(LS-SVM) recientemente
introducidas!314'>, podrian lograr
una discriminacion lo
suficientemente acorde para
realizar la clasificacion de datos
electroforéticos contaminados con
el virus de la meningitis y asi poder
detectar en fases tempranas (de 24
-72 horas) el patron que identifique
la existencia o no del virus.

2. CORRECCION DE LINEA
BASE, L:

En este articulo se muestra el
proceso matematico, que se utiliza
para corregir el problema de linea
base, que tiene todos los datos
electroforéticos, = cromatograficas
entre otros. Es importante
mencionar que esta aplicacion fue
realizada por el grupo de
investigacién GIBUP. Por notacion X
es la sefal cromatrografica, de
longitud N. Entonces, en Ecu 1, se
muestra como es el proceso para
encontrar los valles de la sefal.

X(i-1) < X(i) & X(i+1) <X(@i) (1)



Una vez se hallan los valles
presentes en la sefal, se busca la
ecuacioén de la recta que satisface la
unién del primera valle al segundo,
del segundo al tercero y asi
sucesivamente. La Ecu 2, muestra
la estructura que satisface las rectas
gue unen los valles presentes en la
sefal.

Yi,k:Mi X+ bi (2)

Donde i=v-1 y v son el niumero de
valles y k esta definido como la
longitud de datos presentes en cada
recta i y tiene la misma longitud X.
Seguidamente al encontrar todas
ecuaciones que unen los valles, se
procede a buscar las imagenes de
los valores de la variable
independiente entre cada recta
creada. Esto con el fin de encontrar
el area bajo la curva real que tiene
cada pico, sin importante si las
lineas bases de los picos presentes
en la sefal estan con valores no
iguales. La ecuacion que modela la
correcciéon de linea base final estd
dada en Ecu 3. Esta estructura
matematica permite tener |la
correccion de linea base de
cualquier sefal electroforética o
cromotografica.

Gi=Yik-Xk 3)

3. WAVELET Y ALINEAMIENTO
DE PICOS

Sea f(t)=x(t)+e(t) el modelo
matematico de la sefal
electroforética obtenida del proceso
de separaciéon de sustancias, donde
e(t) se define como el ruido
introducido en todo el proceso de
adquisicién y x(t) corresponde a la
sefal de interés, registro
electroforético. En general el ruido
e(t) es debido a diferentes factores
tales como: cambios de
temperatura, cambios de voltaje,
detector no calibrado o capilar en
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malas condiciones, entre otras!®'’,
El objetivo en este contexto es
encontrar un estimado de la sefal
X(t) que conserve las caracteristicas

mas importantes de la sefal,
eliminando las componentes de
ruido de la misma, la regién de
actividad nula y los cambios
abruptos que pudiera presentar la
sefial e(t). En este trabajo se usé la
transformada wavelet como

herramienta para estimar la seial
X(t), suprimiendo las componentes

de ruido sin alterar
considerablemente las
componentes de interés. Otras
aplicaciones que se han

desarrollado en trabajos recientes
haciendo uso de la TW fueron:
reconocimiento de zonas de interés,
disminucidon de resolucion de la
sefial electroforética, y estimacion
de la linea base.

La transformada wavelet
continua se define
matematicamente como:

Coy =% J f(t)*w[“Tx]dt @

Donde f(t) es la sefal en estudio
(sefial electroforética) y wi(t) es

conocida como la funcién wavelet
madre. El parametro x es la
ubicacion en el tiempo de la funcién
w(t) mientras que el parametroy

esta asociado a la escala o el ancho
de la funcion w(t). En (2.1), C,, se

denomina coeficiente wavelet vy
representa el grado de similitud de
una parte de la sefal con la sefial
w(t) . Al aplicar la TWC a una sefial

se obtiene como resultado un
arreglo bidimensional donde las
variables escala (y) y traslaciéon (x)
toman valores en el conjunto de los
numeros reales. En este trabajo se



usoé analisis wavelet, para
eliminacion de ruido en datos
electroforéticos con el fin de aplicar
de manera mas efectiva la
correccion de linea base ya que la
seflal original viene en su estado
original con alto grado de
variabilidad en sus zonas de no
interés.

Dos métodos son usados con el
objetivo de modificar los
coeficientes mediante el proceso de
umbralizacion: umbralizacion rigida
(hard) y umbralizacién suave (soft).
Estos métodos son
matematicamente descritos en (5) y
(6) respectivamente.

- dj si [dj]>Th (5)
" lo sifdy|sTh

jk

sig(d;,)*(d;, ~Th) si [d;,|>Th (6)
0 si |d;,|<Th

Aqui dj’k representa los coeficientes

de detalles del nivel de
descomposiciéon j después de ser
umbralizado, Th el umbral elegido y
sig(x) la funcidon signo definida
como: +1six>0vy -1 si x<0. Nétese
que si se utiliza una umbralizacion
rigida los coeficientes que se
preservan dejandolos inalterados
son aquellos cuyo valor absoluto
supera el umbral, mientras para
otro caso el coeficiente toma el valor
de cero.

Por otro lado la programacion
dinamica permite realizar un
alineamiento de picos de manera
automatica: Este algoritmo
también se conoce con el nombre
de Nedleman & Wunsch?&,
Considere la matriz de recursividad
S, también denominada matriz de
programacion dindmica, formada
por n filas y m columnas definida
como:
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Condiciones iniciales:
Matriz de llenado

S(0,0)=0
S@,0)=id 1<i<n
SO, j)=jd 1<j<m
)
S(i—1, j—1) +Score(x;, ;)
S(, j)=max5S(i, j-1) +d
S(@-1,j)+d

Donde d es un valor entero (real)
que establece la penalizacién por
insercion de espacios!® y la funcién
Score(x;,y;) define el valor de las

ponderaciones otorgado al alinear el
elemento / de la secuencia x con el
elemento j de la secuencia y.

Notese que el valor a ser asignado a
la i j-enésima componente de la
matriz S depende solo de las
posiciones izquierda, superior vy
diagonal a S(i,j) y de Ia
penalizacion d y el valor Score
S(i, j). Obsérvese que ademas el

valor que toma S(i,j) en cada

posicion depende del valor maximo
generado por cualquiera de las tres
posiciones (izquierda, superior y
diagonal), la correspondiente
penalizacion por insercion de
espacios S. Dicho de otra manera,
la posicion que genere el mayor
valor sera la elegida para definir el
valor en S(i, j). El valor que toma

S(i, j) en dicha posicion, es el valor
maximo generado por (2.14).

Teniendo en cuenta lo mencionado
anteriormente la matriz S(i, j) se

llena hasta su maxima posicién
S(n,m).

Una vez que se tiene la matriz
S(i, j) totalmente llena, se procede

a la reconstruccion del camino
optimo (alineamiento O6ptimo). El
movimiento que se elige para
encontrar el camino  6ptimo
dependera de la posicion que
generd el valor que toma la casilla



de la matriz S(i, j) en ese momento.

Se debe tener en cuenta que el
alineamiento global se comienza en
la dltima columna hasta encontrar
S(0,0).

4. CONCENTRACION DE
ENERGIA

El proceso de clasificacion usando
concentracién se realizd con el
objetivo de cuantificar el error de los
procesos anteriormente
mencionados y asi mismo presentar
resultados de los aminoacidos que
en cierto momento presentaron
cambios de energia.
Matematicamente la energia se
describe en la ecu 8.

E=sum (Xi"2) (8)

Esta representaciéon busca en este
trabajo identificar los valores de
energia que contiene cada
aminoacido en el dato
electroforético, esto permitird en un
futuro realizar analisis cuantitativos
en cambios de energia en diferentes
picos del mismo aminoacido.

Finalmente, la fig. 1, muestra un
ejemplo tipo de un
electroferograma, donde se
videncia 3 zonas, la zona 1 y 3 son
definidas como zonas de no
actividad y la zona 2 es la zona
donde se tiene la informacion
importante en la sefial. Esta sefial
es tipico en las 50 sefiales donde se
realizaron pruebas para verificar la
eficiencia del algoritmo.
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Figura 1 - Ejemplo DER.

4. RESULTADOS

La correcciéon de linea base es un
procedimiento importante en el
analisis de la energia y de las
caracteristicas de cada uno de
aminoacidos presente en la
muestra, como no estan sobre la
misma linea base, existen sistema
que no tiene en cuenta esta
situacion y por ende sus anélisis son
erréneos. La fig. 2, muestra los
resultados de la ubicacion de las
rectas que unen cada uno de los
picos con el fin de realizar la
correccion de linea base. Vale la
pena mencionar que el sistema
tiene 0% de error, esto se calculd
por medio de la energia de cada
uno de los aminoacidos, presentes
en la muestra.

Amplitud
&5 &

<
IS

S
]

S LUV, . WY )
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)
Figura 2 — Ubicacidn rectas para correccion linea
base.

A continuacidon se muestra (ver fig.
3) la correccién de linea base de la
sefal  electroforética, en las
posiciones de sefial de 400 a 1100
puntos en el tiempo, ndétese como
es evidencia que los valles de cada
pico fueron bajados a una linea base
0.



Seguidamente se muestran los
resultados de alineamiento de
secuencias. En la fig. 4 se observa
el resultado de un alineamiento de
datos electroforéticos.  Notese,
como inicialmente estan separados
los picos, y una vez aplicado el
algoritmo de alineamiento, los picos
de las mismas clases quedan
superpuestos, este algoritmo se
realizé en 50 sefales.

0.15

0.1

0.05 K

ol ‘ \ ‘
400 600 800 1000

Amplitud

Tiempo (s)
0.15

- 01
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=
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< 0.05 n n 1

0, ; . ‘
400 600 800 1000
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Figura 3 — Correccién linea base.
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[
| h |r| !
c N s B A

Figure 4 - DRE, a) registro no alineado y b)
registro alineado.

La eliminacion de artefactos poco
relevantes se realiza con el
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propdsito de mejorar las
condiciones de la senal en los
procesos de correccion linea base y
alineamiento. En la fig. 5, se
muestran los resultados de aplicar
un umbral hard usando
transformada wavelet. Se usé una
wavelet madre db5 y un nivel de
descomposicién 3. A cada
coeficiente de detalle se aplicé el
filtrado hard. Se usdé un umbral
universal wavelet. En el circulo
marcado de color rojo se puede
observar que han sido removidos
artefactos que son pocos relevantes
y que hacen que los calculos
anteriormente mencionados no
sean los esperados.
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Figura 5 — Eliminacion de ruido en DER.

Finalmente, se muestran los
resultados de los «calculos de
energia de cada uno de los picos
(ver fig. 6), de la sefal original, con
correccion de linea base, y con
alineamiento, esto con el fin de
demostrar que no se alteraron los
calculos de energia durante los
proceso. Notese como las
concentraciones de energia son
idénticas para la sefal original
(datos color negro) como para la
correccion de linea base (datos color
rojos).
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Figura 6 — Calculo de energia de cada pico.
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Es importante aclarar que el analisis
wavelet solo se utilizd para mejor
condiciones y lograr ubicar donde
se encontraban los puntos que
debian ir a cero en la sefial para la
correccion de linea base, aqui no se
hizo analisis de energia porque es
claro que las energia cambia del
espacio del tiempo al espacio de la
escala frecuencia que es el espacio
wavelet. Finalmente se muestran
los resultados de energia una vez
aplicado el alineamiento de
secuencias, el error en este caso fue
de 3.5+1.2, esto ya que realizaron
inserciones de datos, que permitian
correr un pico de su posicidn
original, aqui existe una discusidn
en el tema de tiempo de retencidn
por ejemplo en cromatografia, pero
es importante aclara que se hace el
alineamiento ya que en muchas
ocasiones los tiempo de retencién
cambian y esto permite que los
analisis puntuales de compuesto o
aminoacidos no se haga de manera
objetiva, es asi como una vez
realizado el alineamiento, se
procedi6 a encontrar las energia
para cada uno de los picos y al final
se obtuvo una sefal idéntica a las
Fig. 6. Lo que permite evidenciar
gue la energia en cada uno de los
picos es igual a las energias
originales.

5. CONCLUSIONES

Se logré6 demostrar que es posible
corregir linea base y alinear picos en
datos electroforéticos sin realizar
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ninguna medicacién en
concentracion de energia de los N
picos de cada senal. Por otro lado el
procedimiento desarrollado permite
realizar analisis visuales mucho mas
exactos, ya que se tienen los datos
en un mismo rango Yy con
alineaciones entre los mismos
aminoacidos en sefiales diferentes.
El sistema se probd en mas de 50
sefales, con el fin de revisar el
funcionamiento y  aplicabilidad
generalizada con todas las variables
que tiene cada sefal y se logré
demostrar que sin importar el
comportamiento de la sefal, el
sistema funciona correctamente y
siempre mantienen las mismas
concentraciones de energias iguales
a los valores originales, esto indica
que no se modifican las
caracteristicas principales de los
datos como lo son, energia y forma
del registro.

En analisis wavelet solo se usd para
disminuir el rizado en las sefales y
esto generd un espacio de trabajo
mucho mas eficiente y fue gracias al
uso de la transformada wavelet
estacionaria y su nivel de
descomposicién 3. En cuanto al
alineamiento es importante resaltar
que los picos no se modifican, lo que
se modifican son las zonas donde no
existe picos, la insercion de datos
iguales a cero generd resultados
importantes ya que realizar los
corrimientos de los picos necesarios
sin modificar las concentraciones de
energia del electroferograma
general y menos aun la energia de
los picos por separado. Finalmente
este sistema permite a los expertos
tener una herramienta mas
generalizada de las que
actualmente existen y con
posibilidades de ingresar mayores
desarrollos en un futuro.
Comentarios finales donde se
resumen y se puntualiza sobre los



aportes mas significativos del
trabajo.
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