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“ESTUDIO DE PROCESAMIENTO PARALELO COMPUTACIONAL APLICADO A
CELULAS DEL SISTEMA INMUNOLOGICO”

RESUMEN.

La mayoria de los problemas “intratables” son problemas en cémputo, que sélo pueden
ser resueltos utilizando una exhaustiva busqueda a través de todas las posibles
soluciones. Sin embargo, existe cierta complejidad debido a que la busqueda es
demasiado grande para ser realizada usando determinados elementos de cdomputo.
Considerando la complejidad funcional y estructural de la célula biolégica, la cual depende
de la informacion almacenada en las cadenas de ADN vy la facilidad de construccion de
muchas copias de ellas, es posible que a partir de éstas se puedan hacer intensas
busquedas de alta complejidad las cuales los sistemas de cémputo uni-procesador no
pueden resolver. Un ejemplo de este comportamiento se presenta en el sistema
inmunolégico; ya que encontrar la inmunoglobulina especifica para un antigeno dentro de
todas las posibles combinaciones de determinantes antigénicos, es muy dificil, sin
embargo la célula lo realiza. Para este fin se requiere de un procesamiento de informacién
que genere inmunoglobulinas que se acoplen a antigenos de una forma muy precisa y que
ademas el tiempo de respuesta sea éptimo para contrarrestar algin dano al organismo.

En este trabajo se analizé al sistema inmunoldgico especifico como un sistema de
cémputo con ADN llamado splicing; esto indicaria que el sistema inmunologico se
encuentra enlazado a dichas computadoras y por lo tanto a las reglas de la ciencia de la
computacion. Para cumplir con lo anterior se hizo un analisis bajo un modelo formal de
coémputo con ADN que realiza las mismas operaciones que se producen en la
recombinacidén somatica en las células del sistema inmunoldgico.

Palabras y frases claves: computo molecular, computo con ADN, biologia molecular,
sistema inmunoldégico, procesamiento paralelo.



“STUDY OF COMPUTATIONAL PARALLEL PROCESSING APPLIED TO CELLS OF
THE IMMUNE SYSTEM”

ABSTRACT.

Most ‘intractable’ problems are problems in computation, which can only be solved using
an exhaustive search through the set of possible solutions. However, there is a kind of
complexity because the search is too big to be done using certain elements of computing.
Considering the structural and functional complexity of the biological cell, which depends on
the information stored in DNA chains and the ease of construction of many copies, it is
possible that since they can do intense searches of high complexity which computer
systems uni-processor not solve. An example of this behavior is presented in the immune
system specific, and to find that specific immunoglobulin for an antigen in all possible
combinations of antigenic determinants, it is very difficult, however the cell does. It for this
purpose it is required an information processing which produces immunoglobulins to couple
the antigens in a very precise way and that the response time is optimal to counter any
damage to the body.

This thesis analyses the immune system as a specific computing system with DNA, as it
indicates that the immune is linked to the computers and therefore the rules of computing
science. To comply with this, the analysis was made under a formal model of computation
with DNA named splicing that performs the same operations that occur in the recombination

in somatic cells in the immune system.

Key words and phrases: computational molecular, DNA computing, molecular
biology, immunology, parallel processing.
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ABREVIATURAS

ADN - Acido desoxirribonucléico.

AFD — Autémata Finito Deterministico
AFND — Autémata Finito No Deterministico.
ARN - Acido ribonucleico.

ARNm — ARN mensajero.

Ig — Inmunoglobulina

Lc B — Linfocito B o Célula B

MT — Maquina de Turing

MTN — Maquina de Turing No determinista
NP — Polinomial no determinista

P — Polinomial

pb — Par base



GLOSARIO

Acido desoxirribonucléico: (ADN) es una cadena de nucledtidos. Cada nucleétido del ADN tiene como
azucar a la desoxirribosa, un grupo fosfato y una base nitrogenada que puede ser adenina (A), guanina (G),
citosina (C) o timina (T). La funcién principal del ADN es servir como almacén de la informacién genética.

Acido ribonucléico: (ARN) es una cadena de nucleétidos. Cada nucleétido del ARN tiene como az(car a la
ribosa, un grupo fosfato y una base nitrogenada que puede ser A, G, C o uracilo (U). La funcién principal del
ARN es servir como intermediario de la informaciéon que lleva el ADN en forma de genes, generando
proteinas.

Bioingenieria: aplicacion de principios de ingenieria y de procedimientos de disefio para resolver problemas
biolégicos. Dentro de sus especialidades se incluyen la biomecanica, la ingenieria bioquimica y la
bioelectricidad, etc.

Biomoléculas: son moléculas que estan presentes en los seres vivos. Estan constituidas principalmente por
carbén, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y algunas pueden contener oligoelementos.

Catalisis: es el proceso a través del cual se incrementa la velocidad de una reaccion quimica. El incremento
de velocidad se da por la presencia de una sustancia que no forma parte del sistema en reaccién. Esta
sustancia se llama catalizador (enzimas).

Citoplasma: Es un liquido comprendido entre la membrana plasmatica y la envoltura nuclear.

Computo: obtencién de una solucion o resultado, a partir de ciertos datos o entradas utilizando para ello un
algoritmo.

Endonucleasas: (enzimas de restriccion) son enzimas que hidrolizan los enlaces fosfodiéster del material
genético a partir de una secuencia que reconocen. Su funcion principal es cortar una cadena de ADN.

Enzimas: son proteinas o ARN que catalizan reacciones quimicas en los seres vivos, llamadas también
catalizadores organicos.

Expresion génica: es el proceso por medio del cual todos los organismos procariotas y eucariotas
transforman la informacion codificada de los acidos nucléicos, en las proteinas necesarias para su desarrollo
y funcionamiento.

Gen: es una cadena de nucleétidos contenida en el genoma involucrado en producir proteinas; comprende
regiones que proceden y siguen a la region codificadora (lider y cola) asi como secuencias intermedias
(intrones) entre segmentos codificadores.

Genoma: es todo el material genético contenido en el ADN de un organismo en particular.
Genodmica: es la rama de la biologia que se encarga del estudio de los genomas.

Ingenieria genética: puede definirse como un conjunto de técnicas, nacidas de la biologia molecular, que
permiten manipular el genoma de un ser vivo.

Inmunidad humoral: es el principal mecanismo de defensa contra los microorganismos extracelulares y sus
toxinas, en el cual, los componentes del sistema inmune que atacan a los antigenos no son las células
directamente sino los anticuerpos secretados por activacion antigénica.

Leucocitos: (gldébulos blancos) son un conjunto heterogéneo de células sanguineas las cuales participan en
la respuesta inmunologica, como defensa del organismo contra sustancias extrafias o agentes infecciosos
(antigenos). Se originan en la médula 6sea y en el tejido linfatico.

Mondémero: es una molécula de pequefia masa molecular que unida a otros mondémeros, por medio de
enlaces quimicos (generalmente covalentes) forman macromoléculas llamadas polimeros.



Mutacion: describe cualquier alteracion o cambio estructural en la secuencia del ADN.

Nanotecnologia: es el desarrollo y la aplicacion practica de estructuras y sistemas en una escala
nanométrica (entre 1 y 100 nanémetros).

Nucleétido: es un monémero formado por una azicar, un grupo fosfato y una base nitrogenada.
Oligonucleotido: polimero corto de nucleétidos (menos de 50).

Organelos: son compartimientos localizados en el citoplasma y se encuentran rodeados por una membrana
lipidica.

Par de bases: es un enlace de A con T o de C con G en una molécula de ADN de doble cadena.

Plasmido: pequefio fragmento circular de ADN situado en el citoplasma de algunas bacterias.

Polimero: compuesto quimico que se forma por la unién de varios monémeros.

Polipéptido: larga cadena de aminodacidos unidos por enlaces peptidicos.

Proteina: Macromoléculas constituidas por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos que intervienen en
diversas funciones vitales, como el metabolismo, la contraccién muscular o la respuesta inmunolégica.

Receptores: son glicoproteinas presentes en la membrana plasmatica, en la membrana de las organelas o
en el citosol celular, a las que se unen especificamente otras sustancias quimicas llamadas moléculas
sefalizadoras, como las hormonas y los neurotransmisores.

Tejido: es un conjunto de células de la misma naturaleza, diferenciadas de un modo determinado,
ordenadas regularmente, con un comportamiento fisiolégico coman.

Sustrato: es una molécula sobre la que actia una enzima.

Big Bang: Teoria del inicio del universo y su expansion.

Abstraccion: Es ver un proceso biolégico complejo de forma aislada bajo un sistema.
Estandarizacion: Llegar a una sola terminologia en diferentes campos de investigacion.

Desacoplamiento: Que cada especialista se aboque a su area, pero que pueda interactuar con otras.
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Introduccién

INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los organismos bioldgicos, llevan a cabo complejos procesos fisicos, bioquimicos, etc.,
mismos que son regidos por la informacién genética, la cual es digital'. Por ejemplo, las
reacciones bioquimicas y las principales operaciones realizadas en las células son
reguladas por instrucciones almacenadas en su genoma, las cuales se encuentran
codificadas en secuencias de &cidos nucléicos. Cuando las acciones realizadas por la
magquinaria biomolecular ubicada dentro de las células que procesan ADN y ARN es
comparada con la maquina de Turing, surgen notables semejanzas: los dos sistemas
procesan informacién almacenada en una cadena de simbolos tomados de un alfabeto, y
los dos operan por movimiento (paso por paso) a lo largo de esas cadenas, modificando o
adicionando simbolos de acuerdo a un conjunto de reglas [1].

Los conceptos actuales de la ciencia de la computacion estan siendo usados para
investigar la abstraccion ‘moléculas como maquinas de cémputo’, en la que entidades de
interacciones biomoleculares son descritas y modeladas como entidades de interacciones
computacionales. Usando ésta abstraccion se pueden generar nuevas posibilidades de
entendimiento para los sistemas biomoleculares [2].

Los cientificos a través de los afios han estado dirigiendo sus estudios a los
componentes de menor tamano que conforman la vida, como son los 6rganos, tejidos,
células y moléculas. EI ADN, el ARN y las proteinas son las moléculas basicas de la vida,
en forma de cédigo genético (ADN) y otras que participan en los mecanismos para su
expresion (proteinas) [Tabla 1]. Existen muchas razones, diversos intereses y trasfondos
en esto, porque areas como la fisica, la quimica, la ingenieria de materiales y las
biociencias han convergido para trabajar y entender cosas en nanoescala [3].

Tabla 1. Niveles estructurales de la vida.

Nivel estructural de la vida Ejemplo Ciencia a cargo
Atomo Carbono, Fisica

Molécula Proteinas, ARN, ADN Biologia Molecular*
Célula Animal, vegetal Citologia**

Tejido Tejido muscular, éseo Histologia

Organo Pulmén, ojo Medicina

Sistema Nervioso, limbico Medicina
Organismo Rana, hombre Fisiologia

Escala de medida en *nanémetro, **micras.

Uno de los sistemas que ha llamado la atencién por su organizacién biol6gica altamente
especializada es el sistema inmunolégico. Este es capaz de procesar informacion con el fin
de contrarrestar agentes extranos, de una forma masiva pero ordenada. Es por eso que en
esta tesis se ha propuesto analizar, el sistema como un sistema de computo con ADN, lo
cual nos permitird determinar si dicho sistema se encuentra enlazado con las reglas de la
ciencia de la computacion.

'Digital es todo aquello que esta representado mediante elementos discretos; en el caso de la informacion
genética esta se representa mediante 4 elementos.
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2. ANTECEDENTES

La investigacién que relaciona a la ciencia de la computaciéon con la biologia no es
nueva. Por una parte se tiene el estudio de componentes computacionales que tienen los
sistemas bioldgicos, en este segmento se tienen los precedentes siguientes:

En el siglo XVIlI René Descartes, asombrado con el aumento de automatas mecanicos
que se comenzaban a construir, consideraba a los animales como complejos autdmatas, y
que en la practica sus musculos y huesos funcionaban como la mecanica de un artilugio
[4], en ese mismo siglo Jacques de Vaucanson, relojero con amplios conocimientos de
anatomia y mecanica, queria demostrar mediante autématas mecanicos la realizacion de
principios biolégicos basicos, tales como la circulacion, la digestion o la respiracion [Figura
1].

Figura 1: Pato de Vaucanson. Autémata mecanico de cobre que representaba un pato que podia realizar las
funciones bésicas de alimentacion y de interaccion con el exterior.

En 1936, A. Turing, intentaba modelar la accién de la mente humana y presenté el
concepto de “computabilidad”. Segun él, algo (fuera un numero, un teorema, una accién o
un comportamiento) era computable si existia una maquina capaz de computarlo [5]. En
1943, E. Schrddinger planteé que la diferencia entre un sistema bioldgico que se podia
reducir hasta llegar a sus reacciones quimicas elementales y un conjunto de sustancias
quimicas reaccionando en un vaso de precipitado, era la informacién contenida en el
genoma del sistema biolégico que dicta las reacciones quimicas [6]. En 1970, el premio
Nobel J. Monod identificd algunos procesos que se realizan en el ADN que podrian ser
vistos como comportamientos acorde a los principios légicos: “La logica de los sistemas de
regularizacion biolégica no cumple con las leyes Hegelianas® sino, como el funcionamiento
de las computadoras, con el algebra proposicional de George Boole." [7]. En 1995, D. Bray
identific6 que muchas proteinas en las células presentan como una primera funcién la
transferencia y procesamiento de informacién, mas que la transformacién quimica de
intermediarios metabdlicos o la construccidn de estructuras celulares [8].

? Las leyes Hegelianas son pensamientos que se centran en su mayor parte en ideas de Europa
(Eurocéntrica) y en la dialéctica.
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Por otro lado se tienen investigaciones donde se realiza cémputo mediante el empleo de
organismos biologicos uni y multicelulares [Figura 2] y también utilizando compuestos
sintéticos biomoleculares como primers®, dentro de los cuales se cuenta con los
antecedentes siguientes:

En 1959, R. Feynman propone la construccién de computadoras a nivel molecular y el
uso de arreglos de atomos para guardar informacion parecido al ADN, pero su aplicacion
debi6 esperar el desarrollo de métodos y materiales necesarios para lograrlo [9]. En 1982,
C. Bennet realizé similares observaciones y propuso una hipotética maquina de Turing
molecular. Interesado en la fisica de consumo de energia, él especulé que las moléculas
podian ser la base de una relacion eficiencia/energia mayor en dispositivos
computacionales. Propuso el concepto de Computadora Browniana, desarrollando esta
idea al observar que una maquina de Turing browniana podia construirse a partir de una
macromolécula como el ARN [10]. En 1994 L. Adleman fue el primero en demostrar la
capacidad de las moléculas de ADN para ser un instrumento de cémputo, lo anterior fue
gracias a que consiguid resolver una instancia concreta del problema del camino
Hamiltoniano, comprobando cémo una busqueda masiva paralela podia ser implementada
usando operaciones estandar de cadenas de ADN, mediante el uso de técnicas de biologia
molecular [11,12], proporcionando un ejemplo de computacién a nivel molecular y
materializé, en cierto sentido, las ideas que Feyman postulé [9]. Por primera vez se
consigue resolver un problema matematico mediante el uso de herramientas bioquimicas,
cuando hasta entonces habia sido el procedimiento inverso; es decir, el uso de
herramientas matematicas para resolver problemas bioquimicos. En 1995, inspirado en las
ideas de Adleman, Lipton realizé una propuesta teérica para resolver instancias del
problema de la satisfactibilidad de la l6gica proposicional (SAT) [13]. En 1996, D. Beaver
[14] demuestra que los primeros modelos de cdmputo realizados mediante biomoléculas
son completos, en el sentido de tener la misma potencia computacional que la maquina de
Turing (modelo general de cémputo y por lo tanto tienen el maximo poder de cémputo).

En la Figura 2 se ilustra la Bacteria Escherichia coli, esta se encuentra frecuentemente
en los intestinos de animales incluido el humano, su informacién genética (ADN) se ha
secuenciado (se conoce su genoma) y por lo tanto es utilizada en diversos experimentos
biomoleculares y también son empleadas para resolver problemas mediante computo
(cémputo con ADN), con esto, se han resuelto instancias de los problemas de la mochila y
el maximo conjunto independiente en un grafo [15,16].

EFELY vl BV x

Y } P

Figura 2: Bacteria Escherichia coli.

® EI primer es ADN producido artificialmente.
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3. JUSTIFICACION

En el articulo titulado “¢Puede un biélogo componer un radio?, o que aprendi mientras
estudiaba apoptosis*, Lazebnik describe las dificultades que tienen los cientificos para el
entendimiento de los sistemas bioldgicos y las diversas metodologias para su estudio [17],
cuestionando el andlisis de un problema en el campo biolégico por medio de metodologias
de un sistema que no le corresponde, por ejemplo, analizar un problema eléctrico con
metodologias de un sistema bioquimico. Esta tesis muestra la importancia que tiene el
tomar en cuenta un analisis del componente de computo que se encuentra en el sistema
inmunolégico con metodologias correctas de dicho cémputo.

El funcionamiento de los sistemas bioldgicos es de una complejidad extraordinaria,
debido a que se encuentran involucrados diferentes factores: mecanicos, quimicos,
eléctricos, computacionales, etc. El presente trabajo permitira a los investigadores del area
biolégica y médica dar a conocer la existencia de un componente de cémputo importante
en el sistema inmunolégico capaz de determinar las direcciones y limitaciones de una
investigacion, y por lo tanto, esta componente de computo debe ser de consideracion al
igual que lo son otros como los bioquimicos, mecanicos y moleculares en el campo
bioldgico.

La computacion ha estado estrechamente ligada a la biotecnologia y biomedicina, pero
siempre ha sido vista como una herramienta, un ejemplo de esto es la bioinformatica. La
biotecnologia en los ultimos afos ha crecido exponencialmente, especialmente a través de
la biologia molecular. El desarrollo mundial de la biotecnologia hace que ésta area de
actividad esté recibiendo un gran apoyo académico, politico y financiero [18]. Sin embargo
existen desafios que limitan en mucho la ingenieria biolégica y uno de éstos es la
incapacidad para evitar o manejar la abstraccion, la estandarizacién y el desacoplamiento
en el estudio y manejo de los sistemas biolégicos. [19]. Con este trabajo se pretende
ayudar a vencer los desafios antes mencionados aplicados en el sistema inmunolégico,
relacionando a la computacibn como una ciencia inmersa en un sistema biologico
(inmunoldgico) y por lo tanto reafirmando aun mas su grado como ciencia.

* La apoptosis es la muerte programada de una célula.
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4. HIPOTESIS

Si hablamos de que los procesos de recombinaciéon génica dados en los linfocitos son
parecidos al procesamiento de informacién que se lleva acabo en una computadora de
ADN, entonces podriamos hablar de que el sistema inmunolégico realiza operaciones de
cémputo con ADN, debido a los procesamientos de cadenas de ADN que se efectian en
los linfocitos.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el sistema inmunolégico especifico como un sistema de cémputo con ADN, lo
cual indica que este sistema lleva acabo procesos de computo, encontrandose sujeto a las
reglas de la ciencia de la computacion.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar la actividad en la produccion de inmunoglobulinas que presentan los
linfocitos con las operaciones de computo con ADN.

2. Analizar la computabilidad que presenta la actividad de los linfocitos.

3. Analizar si la complejidad computacional explica la actividad de los linfocitos.
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7. CONTENIDO GENERAL
El contenido de esta tesis se encuentra organizado de la manera siguiente:

e CAPITULO 1. “La Ciencia de la Computacién”, aqui se da una breve introduccién
de esta ciencia para comprender los conceptos de computabilidad y complejidad
computacional.

e CAPITULO 2. “Biologia Molecular’, se daran los conocimientos béasicos de la
biologia molecular, principalmente la que corresponden a la estructura y funcién del
ADN, mostrando también algunas técnicas basicas en esta area para procesar las
cadenas de ADN y la lectura de sus resultados, al final se da una perspectiva de los
avances en esta materia a manera de entender donde se encuentra ubicada esta
investigacion.

e CAPITULO 3. “Cémputo Biomolecular”, se explica lo que es cémputo biomolecular
con el fin de entender cuales son sus modelos, materiales y métodos para realizar
las operaciones de computo, también se analizan ejemplos y perspectivas en esta
materia.

e CAPITULO 4. “Inmunologia molecular’, se da una introduccién de los mecanismos
del sistema inmunol6gico desde un punto de vista molecular. Como principal tema
se trata la recombinacion genética y maduracion de las células que participan en el
sistema inmunoldgico.

e CAPITULO 5. “Resultados y Conclusiones”.

Finalmente se da la perspectiva, las referencias y anexos.
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CAPITULO 1

LA CIENCIA DE LA COMPUTACION

La ciencia de la computacién se encarga del estudio del procesamiento de la
informacién y su interaccién con el mundo. Ademas se ocupa de la teoria, analisis, disefio,
eficiencia, implementacion y aplicacién de los dispositivos que procesan informacion,
llamados méaquinas de computo. El objetivo de estas maquinas es resolver problemas.

No todos los cientificos de la computacion estan de acuerdo con que la ciencia de la
computacion sea llamada como tal [20]. Su opinién en esta cuestion parece depender de la
tradicidon en la cual crecieron. La objecién a que la computacién sea una ciencia, es
porque estudia objetos hechos por el hombre (tecnologias), lo cual es una falsedad. La
ciencia de la computacién estudia los procesos de informacién que se producen de forma
artificial o natural. Esta ciencia ayuda a otras areas a estudiar sus procesos, por ejemplo,
los fisicos explican el comportamiento de particulas con procesos cuanticos de informacion
y los bidlogos explican el ADN como informacion bioldgica codificada [21].

La ciencia de la computacién utiliza un autdmata mecanico como modelo general de
maquina de coémputo y su nombre es la Maquina de Turing (MT). Tres cosas pueden
suceder al intentar resolver un problema con una MT:

1. Si se resuelve un problema utilizando una MT, entonces también existira la
maquina de computo que lo resolvera.

2. El problema no puede ser resuelto implementando una MT, y como consecuencia,
ninguna maquina de computo lo resolvera.

3. Al iniciar una MT podria nunca parar, ocurriendo lo mismo en una maquina de
cémputo.

Existen otros modelos de autématas que son maquinas de computo pero estos tienen el
mismo o menor poder de cédmputo que la MT. Las cadenas de simbolos son utilizadas por
la MT para su funcionamiento, por lo que se presentan a continuacion las principales
definiciones.

1.1 ALFABETOS, CADENAS Y LENGUAJES

Definicién 1. Un alfabeto es un conjunto finito y no vacié de simbolos. Se usara la letra
griega % para denotar alfabetos. Los miembros de un alfabeto son llamados simbolos del
alfabeto. Ejemplos:
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21 = {0’1} 22 = {0’1 ’2’3!4!5’6!7!8’9!+’X!+!_’:}

Definicién 2. Una cadena es una secuencia finita de simbolos tomados de un alfabeto Z,
Si 21 ={0,1}, entonces 01001 es una cadena sobre 1. Ejemplos:

Alfabeto 21 ={0,1} Alfabeto 22 = {0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,+,—,=}
1,10,1111,1100,10001,111000 =1-, 4445,2+3=5

Definicién 3. Una subcadena w de otra cadena c es ¢ = xwz, siempre y cuando alguna
de las subcadenas x 6 z exista. Ejemplos:

10 es una subcadena de 10001 44 es una subcadena de 4445
000 también lo es. 45 también lo es.

Definicion 4. Al conjunto infinito de todas las cadenas sobre el alfabeto X se le denota
con ¥* y se le nombra la estrella de Kleen. Ejemplos:

21*={A,0,1,00,01,10,11,000,001,....} = Z4* = {A# ## ### ###H# ##H#HH, )

Definicién 5. Un lenguaje denotado por L, es un conjunto finito o infinito de cadenas
formadas de simbolos del alfabeto Z, por lo que un lenguaje es un subconjunto de Z*.
Ejemplos:

Lenguaje sobre £1 de todas las cadenas de longitud 3
L1 ={000,001,010,011,100,101,110,111}

Lenguaje sobre 22 compuesto de todas las cadenas formadas por 22
L2 = 32" = {A,a,b,aa,ab,ba,bb,aaa,aab,...}

En las cadenas pueden realizarse operaciones como concatenacién, potencia, inversa,
etc., y como los lenguajes son conjuntos de cadenas, en estos se pueden llevar acabo
también una serie de operaciones tales como: complemento, unién e interseccién, entre
otras.
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1.2 LA MAQUINA DE TURING (MT)

La MT es un automata que, a pesar de su simplicidad es capaz de hacer cualquier
coémputo que pueda ser realizado y por lo tanto no existen modelos con mayor poder de
coémputo. Para que una MT cumpla su cometido ésta debe ser disefiada para que decida
si una cadena pertenece a un lenguaje.

Los componentes de la MT son los siguientes [Figura 1.1]:

¢ Una cinta infinita por los dos lados, dividida en espacios, en cada espacio puede
alojarse un solo simbolo de un alfabeto.

e Un cabezal capaz de leer/escribir simbolos de un alfabeto en una cinta, y de
desplazarse por la misma de la izquierda a la derecha 6 viceversa.

¢ Un conjunto finito de estados internos y dentro de ese conjunto un estado de inicio y
al menos un estado de aceptacion.

e Una serie de reglas nombrada funcién de transicion (&), que le dice al dispositivo,
segun lo que este leyendo en ese momento y su estado interno, qué tiene que hacer

[ANEXO 1].
a/all #I#1

P Y ey #I#/
|8l albibialajaloioizial#

T (D © @

8
&1

-Fiii

b/b/1

a) b)

Figura 1.1: La Maquina de Turing. a) Representacién de una Maquina de Turing, donde & representa a la
funcion de transicion. b) Representacion de la funcion de transicion con un diagrama, | es el estado de inicio
y F los estados de aceptacion. En este ejemplo la MT acepta cadenas del alfabeto {a,b} que terminen en el
simbolo a.

Su funcionamiento esta basado en un paso elemental, la transicién, que se compone
siempre de tres acciones:

e Transicién de un estado (otro o el mismo estado).

e Escritura de un simbolo en la celda de la cinta que examina, reemplazando al que
habia antes.

e Desplazamiento del cabezal a una posicion (izquierda o derecha).

El resultado final de la MT es reconocer si la cadena de la cinta pertenece o0 no a un
lenguaje y para que esto suceda lo primero que debe ocurrir es que la MT se detenga y lo
haga en un estado de aceptacion (la cadena pertenece al lenguaje) o un estado de no
aceptacion (la cadena no pertenece al lenguaje), pero también la MT puede funcionar
como un calculador de funciones, en este caso se configura la funcién de transicién de
manera que la cadena escrita en la cinta al final del proceso sea tomada en cuenta [Flgura
1.2].
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Cadena de Cadena de
entrada salida
o MT =

Figura 1.2: La MT como calculadora de funciones. En este caso se toma en cuenta el contenido de la
cadena al detenerse la MT.

1.3 TEORIA DE COMPUTO

El principal objetivo de la computacion es resolver problemas, por lo tanto la Teoria de
Cémputo puede caracterizarse como la blusqueda de respuestas para los siguientes
problemas.

e Dado un problema, ;Puede su solucion ser encontrada utilizando cémputo?
(Problema computable).

e Siun problema es computable, puede serlo s6lo en una clase de maquina.

e Siun problema es computable, qué cantidad de recursos (tiempo y memoria) son
requeridos.

e Existe dependencia entre recursos en un problema computable (mas velocidad
requiere mas memoria).

e Podrian los recursos requeridos para resolver un problema ser tan grandes que
hacen imposible resolverlo.

e Pueden ser las clases de problemas tratables e intratables definidos.

La Teoria de Cémputo se sostiene en dos areas fundamentales: la teoria de la
computabilidad y la Teoria de la complejidad computacional.

1.4 TEORIA DE LA COMPUTABILIDAD

La computabilidad se encarga de constatar la existencia o ausencia de un algoritmo
para resolver un problema determinado. El algoritmo es fundamental para la ciencia de la
computacion, si el problema cuenta con un algoritmo, su solucién es encontrada utilizando
una maquina de cémputo, sin importar los recursos que ella requiera. Asi, cualquier
limitacién de las capacidades de los algoritmos constituye también una limitacién de las
capacidades de la maquina de cémputo [22]. Para la comprensién de lo que es
formalmente un algoritmo se tienen las siguientes definiciones:

Definicién 6. Se tiene un lenguaje L de un alfabeto . Se dice que una MT con entrada
de cadenas del alfabeto Z, acepta al lenguaje L si al introducir cada una de las cadenas del
Lenguaje L éstas llegan siempre a un estado de aceptacion, pero si la cadena que se
introduce a MT no pertenece a L, no se asegura que la MT se detenga para dar el
resultado [Figura 1.3].

10
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SI pert L
Cadena de MT que —————— Oolpertenece a

Entradla ———— acepta L

__________

nunca se detiene

Figura 1.3: Una MT que acepta un lenguaje.

El conjunto de todos los lenguajes es mucho mayor que el de MT’s y una de estas
maquinas puede aceptar sélo un lenguaje, por lo que debe haber un lenguaje que ninguna
maquina acepte, lo que significa que no existe la MT que pueda aceptarlo.

Definicién 7. Se tiene un lenguaje L de un alfabeto 2. Se dice que L es un lenguaje
recursivamente enumerable si es aceptado por una MT y recursivamente no enumerable si
no es aceptado por una MT [Figura 1.4].

Se sabe que el conjunto de lenguajes recursivamente enumerables es menor al conjunto
de lenguajes recursivamente no enumerables.

Lenguajes que no pueden Lenguajes recursivamente

ser aceptados por una MT no enumerables.
< >

Lenguajes que son <S——— Lenguajes recursivamente

aceptados por alguna MT enumerables.

Figura 1.4: Clasificacion de los lenguajes por la existencia de una MT que los acepte.

Definicién 8. Se dice que una MT decide respecto de un lenguaje L, si la MT llega
siempre a un estado de aceptacion o no aceptacion [Figura 1.5].

——~— Sl pertenece a L
Cadena de MT .que P

decide
Entrada —

respecto de

L ——— NO pertenece a L

Figura 1.5: Una MT que decide respecto a un lenguaje.

Definicién 9. Un lenguaje es recursivo si existe una MT que decida respecto al lenguaje
[Figura 1.6].

11
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Lo anterior indica que el conjunto de lenguajes recursivos es parte del conjunto de los
lenguajes recursivamente enumerables. Ahora bien, se tiene que cualquier problema
puede ser descrito como un problema de decisidn, por ejemplo, la suma de dos numeros
enteros, se construye una MT que calcula funcion, ya que la cadena de salida contendra el
resultado de la suma, si la cadena que entra a la MT es correcta, la MT parard en un
estado de aceptacion y entregara el resultado, si la cadena no es correcta, la MT también
parara (el lenguaje recursivo asegurara esto), haciéndolo en un estado de no aceptacion,
no importando en este ultimo caso la cadena de salida o se podria configurar la funcién de
transicion para que entregue una cadena que represente un error, por lo que se tiene lo
siguiente:

Un problema de decision se resuelve si existe un lenguaje recursivo para dicho
problema. Si este lenguaje recursivo existe, entonces, existe la MT que lo pueda resolver
(MT que decida) y por lo tanto existe el algoritmo [23]. Si existe el algoritmo para resolver
un problema entonces el problema es computable [Figura 1.6].

Lenguajes no No existe una MT que
enumerables acepte al lenguaje
recursivamente Problemas que no

— cuentan con un

] algoritmo. NO
L~ ~| COMPUTABLES
Lenguajes Existe una MT que
Recursivamente acepta al lenguaje
Enumerables
re J

Lenguajes no
recursivos

No existe un MT que
decida al leguaje

Existe una MT que Problemas que cuentan

decide al lenguaje con algun algoritmo.
COMPUTABLES.

Lenguajes
recursivos

A\

11

Figura 1.6: La relacién entre la MT, lenguajes y computabilidad.
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Los problemas por lo tanto se pueden dividir en dos grupos:

e Problemas computables: aquellos que cuentan al menos con un algoritmo para ser
resueltos.

e Problemas no computables: aquellos que no cuentan con un algoritmo para ser
resueltos.

1.5 EL PROBLEMA DE LA PARADA

Existe una gran cantidad de problemas no computables, es decir, que no hay algun
algoritmo que resuelva el problema [Figura 1.6]. A continuacién se analizara un problema
de la computacién llamado el problema de la parada o problema de la detencion, este es el
ejemplo de problema de computo sin solucion mas conocido. Consiste en determinar si
una MT se detendra con cierta cadena de entrada, o bien quedara en un ciclo infinito. Este
fue el primer problema donde se demostré formalmente que no tenia solucién.

Una de las razones por la que es importante conocer que el problema de la parada no
tiene solucién, es porque nos permite decidir si otros problemas son computables o no.
Turing demostré que no existe una MT que nos informe sobre si otra MT se detendra o no
durante su procesamiento, es decir, si nos dara un resultado final [23]. Esto se puede
analizar de la siguiente forma, supongamos que una maquina de computo y un algoritmo
resuelven un problema A. El algoritmo constantemente se optimiza, por lo que surge un
problema B y se debe saber si las modificaciones del algoritmo del problema A crearon un
algoritmo o no. Esto es, si se cred un nuevo algoritmo para el problema A entonces la
maquina siempre se detiene y entrega el resultado, pero si no es asi, entonces no se
tendra la certeza de que la maquina se detendra (en un minuto, en un minuto antes del Big
Crunch o nunca), como consecuencia se decide crear el algoritmo que resuelve el
problema B, que nos asegure que la préxima vez que se modifique el algoritmo del
problema A, nos informe si obtuvimos un algoritmo. Pero ocurre que el algoritmo del
problema B no existe, porque forman parte del problema de la parada y por lo tanto para el
problema B no se tendra una solucién.

Sin embargo, el que un problema sea computable no implica que se pueda encontrar su
solucién cuando esta sea necesaria, pues muchos problemas que disponen de algoritmos
para su resolucién son inabordables para un elemento de computo por el elevado nimero
de operaciones que hay que realizar para resolverlos; el siguiente tema explicara lo
anterior.

1.6 TEORIA DE LA COMPLEJIDAD COMPUTACIONAL

Una vez establecidos los resultados que muestran qué problemas se pueden resolver
por medio de un algoritmo, el objetivo siguiente es establecer el precio a pagar, es decir,
cual sera el costo asociado al algoritmo y si dicha solucién algoritmica sera factible, esto
es, con un tiempo y espacio de ejecucion “razonables”.

13



Capitulo 2

La complejidad computacional estudia los recursos (tiempo y espacio) requeridos en
cémputo para solucionar un problema.

Tiempo.- Mediante una aproximacién al nimero de pasos de ejecucién de un algoritmo
para resolver un problema teniendo en cuenta que cada paso se realiza en un tiempo
determinado.

Espacio.- Mediante una aproximacién a la cantidad de memoria utilizada para resolver un
problema.

En la practica los recursos de cédmputo disponibles para la solucién de problemas son
limitados en tiempo y espacio. Lo anterior es importante en el sentido que un problema,
aunque se derive de un buen algoritmo, puede ser inservible para algunas instancias ya
que los recursos de memoria pueden sobrepasar la disponible y/o el tiempo requerido para
obtener su solucion podria ser muy grande. La Teoria de la Complejidad permite estimar la
dificultad o, mejor dicho, la tratabilidad o intratabilidad de un problema y establecer si
dispone o no de una solucién algoritmica con recursos practicos para su implementacién
[Figura 1.7].

NO COMPUTABLES

COMPUTABLES

| INTRATABLES |

| TRATABLES |

Figura 1.7: La clasificacion de los problemas de acuerdo a la computabilidad.

Un ejemplo de la complejidad computacional es cuando se analiza el problema de
satisfaccion booleana (SAT)[ANEXO ll], existen varios algoritmos que resuelven el SAT, el
problema de estos algoritmos es su ineficiencia practica, por ejemplo, resolver el SAT con
tablas de verdad consiste en generar todas las posibles valoraciones de las variables de la
formula, verificando si para alguna de ellas la férmula se hace cierta. Se tiene que para 2
variables se requiere verificar 22 valoraciones y para 20 variables, 2?° = 1048576
valoraciones en el peor de los casos, cada valoraciéon ocupa un tiempo por lo que este
algoritmo requerira de 2" valoraciones, siendo N el nimero de variables; por lo tanto éste
algoritmo es exponencial en el tiempo. En la practica es inabordable para un numero
suficientemente grande de variables, como se puede ver en la Tabla 2.
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Existen otros problemas que cuentan con algoritmos de tiempo exponencial como el
SAT, los cuales en el mejor de los casos, tienen la funcién en tiempo N! o NV siendo N el
namero de entradas o variables [Tabla 2], a estos problemas por su consumo excesivo de
recursos (no razonables), se les denomina intratables. Los problemas que pueden ser
resueltos en tiempo polindmico (Algoritmos de tiempo polindmico) se les denominan
tratables.

La Figura 1.8, ilustra el crecimiento relativo de algunas de estas funciones y la Tabla 3
da un ejemplo de la cantidad de tiempo consumido en las diferentes soluciones de
problemas segun su costo computacional tomando un microsegundo por instruccion, en el
cual se aprecia que para resolver un problema de SAT de 300 variables en el peor de los
casos, requerira un tiempo tal que la cantidad de siglos sea un numero de 75 digitos.

La teoria de la complejidad da una clasificacion de los problemas atendiendo cual es la
complejidad del mejor algoritmo conocido® para solucionar dicho problema [ANEXO IV].

Tabla 2. Algunos valores de algunas funciones [24].

Funcion N 10 50 100 300 1000

5N 50 250 500 1500 5000
.
S | Nxlog2N 33 282 665 2469 9966
>
o arz
3 2 1 millén
5 N 100 2500 10 000 90 000 (7 digitos)

3 1 millén 27 millones Mil millones

N 1000 125000 (7 digitos) (8 digitos) (10 digitos)
m N 1024 Un nimero de Un namero de Un nimero de Un ndmero de
= 2 16 digitos 31 digitos 91 digitos 302 digitos
S NI 3.6 millones Unnumerode  Unnimerode Unnimerode  Unndmero de
o (7 digitos) 65 digitos 161 digitos 623 digitos 2568 digitos
g- N 10 mil millones  Unndmerode  Unndmerode  Unnumerode  Un ndmero de
B N (11 digitos) 85 digitos 201 digitos 744 digitos 3001 digitos

Para comparacién: el numero de protones en el universo conocido tiene 79 digitos, el nimero de

microsegundos desde el ‘Big Bang’ tiene 24 digitos.

® Un algoritmo resuelve un problema, pero para un problema con solucion algoritmica, existe mas de un

algoritmo que lo resuelve.
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Tabla 3. Tiempo consumido en hipotéticas soluciones a algunos problemas (asumiendo 1 instruccion por

microsegundo)[24].
o 10 20 50 100 300
uncion
- 2 1/10000 1/2500 1/400 1/100 sequndos 9/100
% N segundos segundos segundos 9 segundos
3 3 1/10 3.2 5.2 2.8 8.1 dias
= N segundos segundos minutos horas '
m N 1/1000 1 35.7 400 billones de Un ndmero de 75
B 2 segundos segundo dias siglos digitos de siglos
S
%_ N 2.8 3.3 billones Un ndmero 70 Un ndmero de 185 | Un nimero de 728
2 N horas de afnos digitos de siglos digitos de siglos digitos de siglos
Para comparacion el ‘Big Bang’ fue aproximadamente hace 15 mil millones de afos.
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[ f . )
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f i
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| | § [ . .
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_________ ’_____ I_ " mirrnsen ndns
B [!— f? f__"]’ ;lr-ulvﬂu!ulluv.r
7 fo 27 Numero de
- / A L W microsegundos
L e siil  enundia
| 1 1 | 1
32 64 128 256 5712 1024
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1.7 VARIANTES DE LA MAQUINA DE TURING

La version de MT descrita anteriormente no es la Unica posible. Existen numerosas
variantes, en las cuales se cumplen convenciones levemente distintas de configuracion
inicial, movimientos permisibles, protocolos seguidos para aceptar cadenas, etc. Ademas,
el modelo basico de MT puede mejorarse de diversas maneras, por ejemplo una MT que
cuente con cintas adicionales, puede hacer mas sencillo describir la ejecucion del
algoritmo: el analisis puede resaltar los elementos de datos especificos que se almacenan
en diversas cintas, sin abrumarse con las técnicas de registro que serian necesarias si
todos los datos (cadena) se almacenan en una sola cinta y se recuperan de ella. Sin
embargo con las conveniencias adicionales en la MT no se obtiene cambio alguno en el

poder de cémputo de la MT original.
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CAPITULO 2
BIOLOGIA MOLECULAR

La biologia molecular es la ciencia que se ocupa del estudio a nivel molecular de los
componentes de los organismos bioldgicos, es decir, relaciona las estructuras de las
biomoléculas con las funciones especificas que se desempefian en la célula y en el
organismo, por lo que la biologia molecular es el estudio de la vida a un nivel molecular.
Esta area se apoya de otros campos como Biologia, Quimica, Genética y Bioquimica. La
biologia molecular concierne principalmente al entendimiento de las interacciones de los
diferentes sistemas de la célula, entre ellas las del ADN con el ARN vy la sintesis de las
proteinas, las cuales juegan un papel importante en las vias metabdlicas y de sefnalizacion,
todas esas interacciones son reguladas para conseguir un eficiente funcionamiento de la
célula.

Las células contienen dos tipos de acidos nucléicos: el acido desoxirribonucléico (ADN)
y el acido ribonucléico (ARN). EI ADN se encuentra en el interior del nucleo y contiene la
informacién genética de la célula, es decir, contiene las instrucciones sobre como debe
funcionar dicha célula. Tales instrucciones se ejecutan en el citoplasma celular y para ello,
la informacién debe ser llevada desde el nucleo hasta el citoplasma; es aqui donde
interviene el ARN, cuya funcién esta relacionada con la expresion del material genético en
proteinas. El conocimiento de la estructura y modo de accion de los acidos nucléicos
resulta fundamental para entender el control de la expresion genética y la division celular,
asi como el crecimiento y desarrollo de los organismos. Sin embargo, gracias a los
adelantos técnologicos el ADN como el ARN pueden ser sintetizados artificialmente en un
laboratorio.

2.1 ESTRUCTURA DEL ADN (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO)

El ADN es la molécula que juega el papel central en computo biomolecular [25], pero
también el ADN ha probado ser un medio muy util y excitante para otros usos en la
nanotecnologia, entre los que se encuentra la construcciéon de estructuras y dispositivos
como la nanorobdtica [26-28]. Ejemplo de esto son las técnicas de construccion de
estructuras llamadas ADN Origami®, que ayudan en el disefio de nuevas computadoras
biomoleculares y medicamentos [29][Figura 2.1].

® Origami es una palabra japonesa que significa arte de doblar el papel
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Figura 2.1: Origami ADN [29]. Existe un constate desarrollo para la manipulacion de el ADN y ARN en
diferentes campos como la mecénica, biologia y medicina.

El ADN es una molécula crucial en la vida de la célula y tiene una estructura basica, la
cual tiene tres de las funciones mas importantes de la célula: codifica para la produccion
de proteinas; la replicacion, que consiste en generar una copia exacta de una cadena de
ADN la cual es transmitida (6 pasada) a la progenie y la recombinaciéon genética que
consiste en generar nuevas secuencias estructuradas de una cadena de ADN; este
proceso es muy importante en el sistema inmunoldgico, ya que en él la célula modifica
cadenas de ADN, para realizar esto, existe una maquinaria multienzimatica
(endonucleasas, exonucleasas, helicasas, polimerasas, recombinasas, etc.) que son las
encargadas de poder manipular la informacién genética de acuerdo a las necesidades de
la célula.

Las moléculas de ADN son polimeros construidos a partir de mondémeros llamados
nucleétidos [30,31]. Cada nucleédtido esta formado por una estructura que consiste de tres
componentes: una molécula de azlcar desoxirribosa, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. Las bases nitrogenadas son cuatro: adenina, guanina, citosina y timina,
abreviadas como A, G, C y T, respectivamente. Cada nucle6tido difiere Unicamente en
término de su base por lo que, se utilizara el nombre abreviado de la base para
identificarlos.

La estructura de un nucleétido es representada en una forma simplista en la Figura
2.2a, donde B es una de las cuatro bases posibles (A, T, C, G), F es un grupo fosfato y la
linea vertical grande representa la molécula de azucar (con sus carbonos enumerados del
1’ al 5’). En la Figura 2.2b se muestra la composicién quimica de un nucleétido en su forma
desarrollada.
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a) b)

Figura 2.2: El nuclettido. a) Represtacién esquematica. b) La estructura quimica de un nucleétido con base
nitrogenada de adenina [25].

Los nucleétidos pueden enlazarse de dos diferentes maneras:

El grupo fosfato que se encuentra en la posicidon 5 del azicar de un nucleétido
forma un enlace con el grupo hidroxilo en la posicion 3’ del azucar del siguiente
nucleédtido. A este tipo de enlace se le denomina enlace covalente fosfodiéster.
[Figura 2.3a). Note que el enlace fosfodiéster une el carbono 5 del azucar de un
nucleétido con el carbono 3’ del otro nucleétido, por lo que se habla de una
direccion 5’-3’. Esta direccidbn es crucial para entender la funcionalidad vy
procesamiento de informacién del ADN.

La base de un nucledétido interactia con la base de otro nucle6tido formando un
enlace de hidrégeno (puente de hidrégeno), esto es llamado un par de bases. Este
enlace esta sujeto a las siguientes restricciones: A y T pueden formar pares de
bases, y C y G pueden formar pares de bases, otros pares no son posibles [Figura
2.3b].

Enlace fosfodiéster

Puente de hidrégeno

a) b)

Figura 2.3: Enlaces entre nucleétidos. a) Enlace fosfodiéster. b) Enlace de hidrégeno. B1 y B2 representan una
base respectivamente, las que se encuentran enlazadas respetando la complementariedad de Watson-Crick [25].
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El principio de formacion de pares de bases es llamado complementariedad de Watson-
Crick [Figura 2.3b], donde la doble flecha entre las bases representa el enlace de
hidrégeno. Este tipo de enlace es mas débil que el enlace fosfodiéster.

A partir de la unién de los nucle6tidos por medio de los enlaces fosfodiéster se puede
formar una cadena sencilla de ADN [Figura 2.4]. Note la direccién con la que se
encuentran unidos los nucleétidos.

A Cc G

Figura 2.4: molécula de ADN de cadena sencilla [25].

Usando complementariedad de Watson-Crick, se pueden formar a partir de cadenas
sencillas de ADN, moléculas de ADN de doble cadena [Figura 2.5], en este caso la cadena
cuenta con tres pares de bases. La Figura 2.5 ilustra las reglas generales para unir dos
moléculas de ADN de cadena sencilla por medio de un enlace de hidrégeno. En la
molécula de doble cadena las dos cadenas sencillas tienen direccién contraria: el
nucleoétido final del lado 5” de una de las cadenas es enlazado al nucleétido final del lado 3’
de la otra cadena. Existe una convencién estandar que cuando la molécula de doble
cadena es dibujada, la cadena que se encuentra arriba corre de izquierda a derecha en la
direccion 5’-3’ y la cadena de abajo corre de derecha a izquierda en la direccién 5’-3’. Por
lo tanto la cadena de arriba de la Figura 2.5 es 5-ACG y la cadena de abajo 3-TGC.

El otro acido nucléico que se encuentra en la célula, el ARN, al igual que el ADN esta
formado por cadenas de nucle6tidos. Cada uno de los nucleétidos estd formado por una
molécula de azucar ribosa, un grupo fosfato y una de cuatro posibles bases nitrogenadas:
adenina, guanina, uracilo y citosina. Estos nucleotidos se unen igual que en el ADN. El
ARN se diferencia quimicamente del ADN por dos cosas: la molécula de azucar del ARN
contiene un atomo de oxigeno que falta en el ADN; y el ARN contiene la base uracilo (U)
en lugar de la timina (T) del ADN.
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Figura 2.5: Molécula de ADN de doble cadena [25].

2.2LA REGULACION EN LA EXPRESION GENETICA

La informacion genética contenida en las cadenas de ADN, esta codificada en la
secuencia de los pares de bases dentro de un segmento determinado. La célula humana
tiene aproximadamente 3300 millones de estos pares de bases. La informacion debe
expresarse (proteinas) antes de poder ser utilizado por la célula. Un gen es una secuencia
lineal de pares de bases en la molécula de ADN, que contiene la informacidén necesaria
para la sintesis de una macromolécula con una funcién celular especifica, por ejemplo:
proteinas, ARN. El gen es considerado como la unidad de almacenamiento de informacién
de las células biol6gicas. Los genes se disponen a lo largo de cada uno de los
cromosomas. Cada gen ocupa en el cromosoma una posicién determinada llamada locus.
Una célula humana tiene 100 000 genes.

La estructura y funcién del gen las propuso Monod [32], quien a partir de sus
observaciones permitid elaborar una hipoétesis de la constitucidn y contenido del gen,
postulando que esta construido por diversas partes o secuencias, generalmente contiguas,
dentro de una molécula de ADN: consta de una regidén reguladora donde se encuentra un
gen activador, uno operador y uno represor, los cuales establecen cuando y en que
cantidad se expresara el gen. Seguido de la region reguladora se encuentra el gen
estructural, que esta formado por la secuencia de nucle6tidos que, al traducirse determina
la secuencia de aminoacidos de la proteina [Figura 2.6]. Al principio y final del gen hay
sefnales constituidas por secuencias de ADN, que determinan el inicio y la finalizacién del
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proceso de transcripcion. Todas esas sefiales son “leidas” y decodificadas por
interacciones establecidas por medio de proteinas especificas.

Regién reguladora
9 o ,‘E.L.,. v Gen estructural

Traduccion

N
\

=,
. a \
> “mi‘

Figura 2.6: Expresion genética.

¢

La mayoria de los genes codifican proteinas las cuales son responsables de la mayor
parte de las funciones de un organismo. Para ello, la célula utiliza un proceso llamado
transcripcion, en el cual por medio de enzimas (polimerasas) y el ARN leen el gen
estructural, generan una molécula de ARN que posteriormente sera traducido por enzimas
(ribosomas) a una secuencia de aminoacidos, generandose una proteina. Muchos genes
se encuentran constituidos por regiones codificantes (exones) interrumpidas por regiones
no codificantes (intrones) que son eliminadas en el procesamiento del ARN. La secuencia
de bases presentes en el ARN determina la secuencia de aminodcidos de la proteina por
medio del codigo genético. Un gen estructural es, simplemente, un gen que codifica un
producto proteinico (0 ARN). Un gen regulador es un gen estructural que codifica una
proteina implicada en la regulacion de la expresién de otros genes [Figura 2.6].

2.3LAS PROTEINAS

Las proteinas estan formadas por polimeros de aminoacidos (polipéptido) que ejecutan
la mayor parte de las funciones vitales de las células. La funcion biolégica de una proteina
esta determinada por la secuencia de aminoacidos que la componen y por la conformacion
espacial que esta presenta (estructura plegada en el espacio) [Figura 2.7]: el
reconocimiento molecular, el transporte de moléculas, la formacién de estructuras, la
catalisis de las reacciones quimicas, inclusive la regulacién de la expresion de los genes
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esta determinada por proteinas que interactuan con el ADN. Las proteinas pueden estar
formadas por uno o varios polipéptidos.

Estructura primaria

Estructura secundaria

Estructura terciaria

Estructura cuaternaria

Figura 2.7: Cambios estructurales de una proteina. Cada proteina presenta una secuencia especifica de
aminodcidos, esta secuencia también llamada estructura primaria contiene la informacién necesaria para que
estas biomoléculas se plieguen o adquieran una estructura tridimensional especifica para desarrollar una
funcién. [89]

2.4ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccién también llamadas endonucleasas, pueden ser producidas por
diferentes organismos tales como células y bacterias. Existen diferentes tipos de estas
enzimas con nombres constituidos por letras y numeros romanos, ejemplo EcoRlI, Hind I,
Sau lll y Hpa I, Pst I, Pvu Il. El nombre es derivado del organismo de donde la enzima fue
aislada. Las enzimas de restriccion tienen la propiedad de cortar en secuencias especificas
al ADN, lo que las hace ser indispensables en la biotecnologia. Estas secuencias son
llamadas secuencias de reconocimiento porque son identificadas por enzimas de
restriccion especificas. Las células del sistema inmunolégico utilizan enzimas de restriccidén
para procesar secuencias de ADN [33].

Las enzimas de restriccion se agrupan en:

Sistemas tipo |
Reconocen la secuencia especifica de ADN, pero el corte no ocurre en el sitio de
reconocimiento, sino que es al azar y en sitios distantes al de reconocimiento.

Sistemas tipo Il
El corte ocurre en el sitio de reconocimiento 6 adyacente. Estas enzimas tipo Il son
utilizadas en genética y biologia molecular puesto que permiten romper el ADN en
sitios especificos, y asi, recuperar secuencias conocidas. Las secuencias de
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reconocimiento de las enzimas tipo |l son de tipo palindrome. Esta enzima puede
realizar dos tipos de corte, romos [Figura 2.8] y cohesivos [Figura 2.9].

cortes con extremos romos

sitio de restriccion de Pvu Il

5'-CAG|CTG-3"
3'-GTC|GAC-5'
eje de simetria
Y
5' CAGCTG 3
3 GTCGAC 5
5 CAG 3' 5CTG——73'
3 GTC 5' 3'GAC s

Figura 2.8: Enzima de restriccion realizando cortes romos.

extremos pegajosos o cohesivos (sticky ends)

salente 5*
[sitio de restriccidn de Eco RI)

3 CTT 5 g
eje de simetria

Eco BRI hidrodiza los entaces
fosfodister del ADN entre Gy A (1)

\J
5 GAATTC = 3'
3'—E1TAT';—5'

Y 5'AATTC
3 e CTTAAS' 3'G

3.
5.

sakente 3"
sitio de restriccion de Pst |

5'-CTG|CAG-3'
3"-GAC (;EI'E- .

simetria
Pst | hidroliza kos enlaces
fosfodister del ADN entre Gy A (1)

5 e— CTGC.-D.'E —_—1
3 — GACGTC -
| +
3 CTGCA 3 5'G 3
' e— 5 5 3" ALGTC w—— '

Figura 2.9: Enzima de restriccidn realizando cortes cohesivos [89].

Sistemas tipo Il

Es similar al sistema tipo I, utilizan una enzima oligomérica que realiza todas las
actividades enzimaticas y corta el ADN entre 25-27 pares de bases, mas alla del

sitio de reconocimiento.

Muchas enzimas de restriccion han sido purificadas de diferentes especies de bacterias,
varias de las cuales reconocen diferentes secuencias de nucledtidos y estan disponibles

comercialmente hoy dia.
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CAPITULO 3

COMPUTO BIOMOLECULAR

El estudio de las moléculas de la vida (ADN, ARN vy proteinas) ha transformado la
practica de la biologia completamente, numerosas disciplinas estan siendo influenciadas
por la revolucién biotecnolégica [34]. En las operaciones de coOmputo biomolecular se
utiliza la naturaleza bioquimica de las moléculas para la solucion de problemas, ya que
estas pueden contener y procesar informacion en diferentes maneras; las operaciones de
procesamiento de informacién son producidas por las interacciones entre estas moléculas
[35]. Un ejemplo de ello son algunas proteinas que actlan en las células, las cuales
parecen tener como funcién primaria la transferencia y procesamiento de informacion,
mas que ser utilizadas en la transformacion metabdlica, como intermediarias o
constructores de estructuras celulares. Las proteinas que procesan informacion funcionan
como un conmutador bioquimico, estando funcionalmente enlazadas a través de
regulaciones alostéricas’ u otros mecanismos dentro de circuitos bioquimicos que
desempefian una variedad de tareas computacionales incluyendo amplificacién vy
almacenamiento de informacién [4, 36]. La Figura 3.1 ilustra como las enzimas tienen
caracteristicas computacionales similares a las compuertas l6gicas, en el que el substrato
sera catalizado por la enzima siempre y cuando el ligando adecuado contacte a la enzima
para que realice un cambio en su conformacién espacial de sus atomos (cambio
alostérico), a) Los componentes del conmutador enzimatico. b) La enzima reconoce al
sustrato. c) El ligando actua uniéndose a la enzima, cambiando su conformacion. En ese
momento, la enzima no reconoce mas al sustrato [4].

Enzima
Sustrato

Ligando
(I

h
B

Figura 3.1: Modelo basico de una enzima como un conmutador.

7 La regulacién alostérica es un modo de control de las enzimas por el cual la fijacién de una molécula en una
ubicacion en la enzima modifica las condiciones de fijacién de otra molécula.
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3.1COMPUTO CON ADN

La computacion con ADN es parte de la computacion biomolecular, donde se considera
también el uso del ADN y el ARN para propésitos de computo. La computacion es
ejecutada utilizando las técnicas y operaciones de la biologia molecular tales como
hibridacién, desnaturalizacién, ligacién, PCR, clonacién molecular®, secuenciacion, etc.,
Existe un gran estimulo entre la biologia molecular y la ciencia de la computacion para
producir nuevas y mejores ideas en este campo de la computacién [37]. La naturaleza
interdisciplinaria tanto para su disefio y aplicacién de cémputo con ADN hace interaccionar
campos como la genética, bioquimica, farmacologia, ciencia de la computacién, biologia,
etc. La Figura 3.2 ilustra un proceso por el cual moléculas disefiadas de ADN conforman
compuertas logicas, Se muestran diversas cadenas de ADN interactuando entre si, a) A
(senal de entrada) desplaza a C (sefal de salida), ya que A y B forman un enlace mas
estable termodinamicamente que A y C, la cadena C podra interactuar como sefal de
entrada de otra compuerta biomolecular. b) Compuerta AND, cadenas IN; e IN2> son
sefales de entradas, si existen las dos da como salida la cadena OUT;. c) Compuerta OR,
IN3 e IN4 son entradas, si existe alguna de las dos da como salida alguna cadena de OUT
[38].
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Figura 3.2: Un modelo de compuertas légicas basadas en ADN.

® La clonacién molecular es el proceso de aislar una secuencia de ADN de interés, insertarlo en un plasmido
y obtener multiples copias de ella en un organismo (generalmente procariota).
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Después de que Adleman L. resolvidé una instancia del camino Hamiltoniano [11,12], se
creo una gran expectacion ya que era la primera vez que se solucionaba un problema de
este tipo empleando moléculas [11, 39]. Las investigaciones en este nuevo campo
avanzaron creando diferentes modelos practicos y tedricos. Pronto se pusieron de
manifiesto las principales limitaciones de esta nueva forma de computacion. A pesar del
enorme paralelismo que se consigue al trabajar en algunos métodos sobre un tubo de
ensayo con 10?° cadenas de ADN, existen dificultades ya que este procesamiento paralelo
computacional masivo se encuentra acotado [40]. Se han demostrado modelos de
coémputo con ADN acordes con las teorias de la computacién y con el mismo o menor
poder que la MT, algunos de estos modelos verifican el poder de computo de algunas
computadoras ADN experimentales, otros modelos estan en espera del desarrollo
tecnoldgico como es la produccion de proteinas sintéticas, ADN modificado o nuevas
técnicas en biologia molecular [25, 41, 42]. La Figura 3.3 ilustra un ejemplo de coémputo
con ADN con base en la formacion de horquillas que forma la molécula de ADN, a) Se
muestran dos cadenas de ADN (A y B) de las 3" configuraciones de cadenas posibles
para la solucién de un problema de FNC-SAT de 24 variables, 10 cldusulas disyuntivas de
tres variables cada una, con este método su complejidad en tiempo es O(n), se utilizaron
10* moléculas por cada configuracién de cadena por lo que seria mas 30'* cadenas de
ADN de 140 pares de bases cada una.

Para entender como funciona este procedimiento, se da un ejemplo sencillo con el
siguiente problema FNC-SAT, la expresion l6gica (a v b) A (-a v —c) la cual puede ser
pasada facilmente a la siguiente forma (a A-a) v (a A-c) v (b A-a) v ( b A =¢) llamada
FND-SAT (SAT de la forma normal disyuntiva), esta sera codificada por un conjunto de
cuatro cadenas de ADN, a--a, a--c, b-~a y b--c las cuales pueden ser formadas por la
misma técnica de Adleman, cada variable es representada por una secuencia de
nucleoétidos fija y la negacion por complemento Watson-Crick de la variable, una formula se
satisface si hay una cadena que no involucre ninguna variable junto con su negacion, esto
es, que no exista una cadena donde una subcadena que representa una variable tenga
también su complemento, entonces si en la clausula conjuntiva existe una variable y su
negacion, para cualquier valor en esa clausula dara siempre FALSO vy si existe alguna que
no lo cumpla la funcion se satisface. En el caso de las cadenas de ADN formaran un harpin
implicando que existe una variable con su negacion, la solucion puede ser extraida de la
siguiente forma, se introducen endonucleasas que cortan las uniones de los harpin y si al
final queda alguna cadena sin cortar (140 pares de bases y verificado por electroforesis) la
formula se satisface. b) Se muestra un gel de agarosa en donde se corren las muestras,
en el carril M se muestra un patrén de bandas que indica el niumero de pares de bases, en
el carril 1 se observa una banda de 140 pares de bases, en este caso la expresién légica
se satisface, lo que indica que existen cadenas que no se cortaron [44]. Existen otros
métodos para resolver instancias de FNC-SAT [13,43-46].
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Figura 3.3: Cémputo con ADN basado en formaciones de Hairpin (horquilla).

3.2CARACTERISTICAS DE LAS OPERACIONES DE COMPUTO CON ADN

Los siguientes puntos son caracteristicas principales de la computaciéon con ADN.

El procesamiento masivo paralelo de las cadenas de ADN: La mayoria de los
problemas intratables pueden ser resueltos por una busqueda a través de todas las
posibles soluciones. Un ejemplo de ello es el criptoanalisis, todas las llaves posibles
pueden ser probadas simultdneamente [47]. Otro ejemplo de este tipo de
procesamiento masivo fue el que Adleman utilizd, aunque su método empleé la
fuerza bruta, realiza unas 1,2x10'® operaciones por segundo ya que cada operacién
se hace en paralelo sobre todas las moléculas de ADN de un tubo de ensayo [48].

Consumo de energia bajo: Algunos modelos de computadoras de ADN realizan
unas 2x10'® operaciones por joule® (Ejemplo de una operacién es una ligacién), esto
es cercano al limite teérico de 3.4x10?° operaciones por joule dictado por la segunda
ley de la termodinamica. La informacién bioquimica para sus requerimientos es
usualmente procesada por via hidrélisis del ATP. Tales sistemas son notablemente
eficientes con la energia [11, 48, 49].

La densidad: Se puede llegar a representar 2 bits por cada base de una cadena de
ADN. En un tubo de ensayo caben 10?° cadenas de ADN. Suponiendo que las
hebras tienen una longitud de 100 bases y que por cuestiones tecnolégicas y de
aplicacion codificamos un bit mediante una secuencia de 10 pares de bases, se
tendra un total de 102" bits.

® Un joule equivale a utilizar un Watt en un segundo.
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La Figura 3.4 ilustra un modelo sencillo de un AFND hecho con cadenas de ADN.
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Figura 3.4: AFND POT. Cadenas sencillas de ADN son introducidas al AFND POT, el cual consiste de
oligonucle6tidos adecuados en un compuesto liquido que tendrd una hibridacién con la cadena de entrada.
La cadena introducida es aceptada si sale enlazada con su cadena complemento [50].

3.30PERACIONES Y PROBLEMAS LLEVADOS AL COMPUTO CON ADN

Se han realizado cémputos con ADN para realizar operaciones aritméticas [51] y
l6gicas [38, 52, 53], se han obtenido soluciones de instancias a problemas clésicos, la
mayoria de estos problemas son de la clase NP, algunos son mostrados en la Tabla 4.
Pero también se han resuelto problemas de ajedrez [54], creado juegos como el conocido
gato y competido contra estas computadoras [55], Este tipo de computo se ha aplicado
también para resolver problemas de procesamiento digital de sefiales [56, 57] y de l6gica
difusa [58], etc. Todas estas operaciones y soluciones se han realizado bajo diferentes
modelos practicos de computadoras de ADN, con diversas herramientas y operaciones de
la biologia molecular, pero también se han utilizado los paradigmas de computacion
actuales, como la computacién evolutiva, que en el caso de las computadoras
biomoleculares esta es llamada evolucién in vitro [40]. Un dispositivo acoplado para
realizar computo con ADN se muestra en la Figura 3.5.

Tabla 4. Algunos problemas clasicos resueltos en computo biomolecular. Algunos de estos problemas se
resolvieron utilizando diferentes computadoras con ADN y operaciones en la biologia molecular.

Problema Afo Referencia
Camino Hamiltoniano 1994 [11]
FNC-SAT 1995 [13, 43-46]
3-colores 1995 [48]
Maximo Clique 1997 [59]
Conjunto maximo independiente 2000 [16]
correspondencia de Post acotado 2000 [60]
Producto de subconjuntos 2004 [61]
Mochila 2005 [15]
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Figura 3.5: Computadora de ADN de Braich. Es una caja de electroforesis de 30 x 15 x 8 cm., dividida en
dos partes, una caliente y otra fria. Utilizada para resolver instancias del problema FNC-SAT de 20 variables
y 24 clausulas, con complejidad computacional O(s) siendo s igual al nimero de clausulas [45].

3.4LA COMPLEJIDAD COMPUTACIONAL DE LAS COMPUTADORAS

BIOMOLECULARES

La frontera entre los problemas ‘tratables’, ‘intratables’ o sin solucién ha permanecido
practicamente inalterada durante los ultimos 45 anos, estas limitaciones se encuentran
fundamentadas por las teorias de la computacién, en el caso de las computadoras ADN el
factor limitante en los recursos no es el tiempo sino el espacio, ya que el numero de
moléculas de ADN necesarias para codificar las posibles soluciones crece
exponencialmente con el tamafo del problema [40]. A continuacibn se muestra
brevemente el procedimiento que realizé Adleman en 1994 para resolver una instancia del
camino Hamiltoniano, aunque su método utiliza la fuerza bruta y se han construido
métodos practicos y tedricos mas eficientes para la solucion de este problema con
computadoras biomoleculares, se toma como ejemplo para ilustrar cémo la complejidad
espacial aumenta exponencialmente.

En el campo matematico de la teoria de grafos, un camino Hamiltoniano en un grafo es
una sucesion de aristas adyacentes, que visita todos los vértices del grafo una sola vez. El
problema consiste en saber si existe el camino Hamiltoniano para un grafo y cual es su
ruta, en el caso del grafo que resolvié Adleman [11,12] [Figura 3.6] el camino es 1->2, 2-
>3, 3->4, 4->5, 5->6.
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Figura 3.6: Grafo dirigido.

El siguiente algoritmo (no deterministico) resuelve el problema.

1. Generar caminos aleatorios en grandes cantidades a través del grafo dirigido.

2. Mantener solamente los caminos que comiencen con el vértice de INICIO (1) vy
terminen en el vértice de FIN (7).

3. Si el grafo tiene n vértices, en este caso 7, mantenga sélo los caminos que pasan
por exactamente n vértices.

4. Mantenga los caminos que pasan por todos los vértices del grafo y que pasan por
cada uno de ellos solo una vez.

5. Si al final de la busqueda queda algun camino, responda ‘SI’ (con la posibilidad de
secuenciar la cadena para determinar el camino) de otra manera responda ‘NO’.

Operaciones realizadas en biologia molecular:

Para implementar el paso 1, cada vértice del grafo se codific6 como una cadena
de ADN aleatoria. Entonces por cada unién entre vértice, origen y destino que
forman una arista en el grafo, se crea una secuencia de ADN (direccion 5 -> 3)
cuya segunda mitad esta compuesta de la secuencia complementaria que
codifica la segunda mitad del vértice de origen y la primera mitad de la secuencia
complementaria que codifica para el vértice de destino. Usando los
complementos de los vértices como molde, las secuencias que corresponden a
los vértices compatibles se ‘ligan’ y de esta forma se construyen moléculas de
ADN que codifican caminos aleatorios a través del grafo, teniendo en cuenta que
las cadenas que codifican los vértices y las cadenas que codifican los moldes se
introducen masivamente en un tubo de ensayo [Figura 3.7].
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Figura 3.7: Método de codificacion de los caminos de Adleman. Cada vértice fue codificado por una cadena
de 20 nucledtidos [50].

Para implementar el paso 2, las cadenas de ADN producidas en el paso 1 se
amplifican mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [ANEXO V]
solo las cadenas que inicien con la secuencia que codifica el vértice INICIO y
terminen con la secuencia que codifica el vértice FIN. A partir de este paso solo
quedaran los vértices que comienzan con INICIO y terminan en FIN.

Para implementar el paso 3, se usa la técnica de electroforesis [ANEXO V], que
hace posible la separacion de las cadenas de ADN de acuerdo a su tamanio; las
moléculas de mayor tamafno se desplazan de manera mas lenta en el gel y
después de determinado tiempo las moléculas quedan separadas en bandas de
acuerdo a su tamafo, p or lo que se escogen solo las cadenas que tengan el
tamano que codifica 7 vértices.

El paso 4 se realiza aplicando iterativamente un proceso llamado purificacion por
afinidad. Este proceso permite que solamente las cadenas que contengan una
determinada secuencia que corresponde al vértice v sean filtradas y separadas
del resto de las moléculas. Previamente es necesario sintetizar cadenas
complementarias a v y enlazarlas a la matriz de filtrado del proceso de
purificacion; solo aquellas cadenas que contienen la secuencia v quedaran
adheridas a las cadenas complementarias sintetizadas, el resto de las cadenas
no sera retenida en la matriz una vez que el flujo de cadenas heterogéneas pasa
a través de la matriz de purificacidén. Este proceso se repite con cada resultado
de la purificacién para cada uno de los n vértices de nuestro problema inicial.

Para implementar el paso 5 es necesario averiguar la existencia de una molécula
que represente el camino Hamiltoniano. Esto se hace amplificando los resultados
del paso 4 mediante el PCR y determinando las secuencias de ADN de las
secuencias amplificadas para ver si alguna representa la solucién buscada.
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Al analizar la complejidad computacional del método de Adleman se tiene que la
complejidad en tiempo con n vértices es del orden de O(n® pasos de laboratorio. La
complejidad en espacio se deduce de la siguiente aproximacion: el numero de todos los
caminos posibles del grafo anterior con n vértices es aproximado a (log n)", cada vértice
fue codificado por una cadena de ADN de 20 nucleétidos, por lo que cada camino tendra
un promedio 20n nucledtidos, por lo tanto tal experimento involucra 20n(log n)"
nucledtidos, esto sin tomar en cuenta las cadenas que son utilizadas como molde, si
expandimos el grafo a 70 vértices esto nos dara aproximadamente 10%° kilogramos
(tomando en cuenta el promedio de la masa de un nucleétido) [62, 63, 64]. La masa del sol
es aproximadamente de 1.9x10% kg.

3.5LIMITACIONES DE LA COMPUTACION CON ADN

En computo biomolecular existen limitaciones que dificultan la puesta en practica de
algunos computos [65]

e Numero total de cadenas de ADN en un tubo de ensayo: Esta podria ser la
limitacidn mas importante, ya que el tubo de ensayo que es generalmente utilizado
puede contener una cantidad de mililitros, a menos que las operaciones sean
realizadas en forma industrial. Por lo tanto el nimero de cadenas contenidas en un
tubo de ensayo se encuentra limitado a no mas de 10*. Esto reduce los limites del
tamano del problema NP que se puede solucionar y mas si el método utilizado se
basa en su mayoria en fuerza bruta.

e Tiempo de duracién de cada paso de laboratorio. Mientras que algunas técnicas
que se realizan en biologia molecular pueden ser realizadas en pocos segundos,
otras estan relacionadas con factores como una operacién bioquimica lenta.

e Numero de pasos de laboratorio requeridos por un algoritmo molecular debera ser
extremadamente corto.

e Errores inducidos por las operaciones. Dependiendo de factores como la técnica en
biologia molecular, herramientas empleadas, tecnologia y factores en los
materiales, los computos pueden contener un porcentaje de error.

Para una percepcion practica de las limitaciones en computo con ADN, se ilustran los
requerimientos, que con la tecnologia de 1996 en el area de biologia molecular, se
plantearon métodos con base en modelos formales en computo con ADN para atacar el
sistema de cifrado DES (Data Encryption Standard). Uno de los métodos de ataque
pretende encontrar la clave empleada en el cifrado de un texto. Una de las propuestas
plantea el denominado texto-plano/texto-cifrado. Se supone que el criptoanalista'® dispone
de (ha interceptado) un texto sin cifrar y su versién codificada y pretende determinar cual

12 El criptoanalisis es el estudio de los métodos para obtener el sentido de una informacion cifrada
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es la clave empleada en ese cifrado. La propuesta que utiliza cémputo con ADN examina
las 2°° claves posibles, por lo que sigue un esquema de fuerza bruta aunque con
moléculas de ADN [66, 67].

Los requerimientos totales son:
e En total se necesitan 1271 tubos de ensayo.

e el numero de pasos de laboratorio que es necesario para realizar un ataque contra
el algoritmo DES es de 6719.

e Durante el procesamiento, se calcula que nunca van a tener mas de 96 tubos de
ensayo activos al mismo tiempo.

¢ Un humano, que realice una operacion por dia, en total, tardara 18 anos.

e Si las operaciones tardan una hora cada una, ocupando las 24 h en realizarse, el
ataque durara 9 meses.

e Si usamos una maquina dedicada a las operaciones en biologia molecular,
suponiendo un minuto por operacién, se tiene la clave en 5 h, (estas maquinas
actualmente son desarrolladas para el procesamiento de cadenas de ADN en
cuestiones de biotecnologia, son computadoras hibridas las cuales emplean
tecnologias de computo de ADN, silicio, asi como robdtica, dptica, etc.).

e (Cada uno de esos pasos, es aplicado a todas las combinaciones posibles que
puedan existir, por lo tanto, segun la cantidad de la llave con la que se encripte,
varia la cantidad de liquido necesario.

e Para romper el algoritmo DES, se usaran 140 mL de liquido por cada tubo de
ensayo empleado.

e Si se quiere romper algoritmos que usen claves de mayor tamano, es légico
pensar que necesitaran mas ADN para codificar las soluciones.

Dado que el ADN es un dispositivo primordial de codificacién, su potencial en
criptografia (codificando y decodificando informacion) y esteganografia (encubrimiento de
la informacién) [68] ha sido examinado desde muchas perspectivas [69]. En la Figura 3.8
muestra una cadena de ADN conteniendo un mensaje secreto fue camuflageado con el
genoma humano. a) La estructura de un mensaje secreto en una cadena de ADN. b) Llave
usada para codificar un mensaje. c) Andlisis de un gel, en la linea 3-7 se muestra una
relacion del peso de (ADN mensaje / ADN genoma humano), se aprecia que no se
distingue el patrén de bandas del ADN mensaje el cual cuenta con 100 pares de bases. c)
Secuenciacion del ADN mensaje, una vez obtenida la amplificacion por PCR con las llaves
que son los primers utilizados para su amplificacion [68].
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Figura 3.8: Esteganografia genémica.

3.6 MODELOS FORMALES DE COMPUTO CON ADN

Con los primeros resultados practicos y tedricos de cédmputo con ADN se han creado
areas nuevas a las que tradicionalmente existian, algunas de estas areas son la biologia
matematica y la computacion bioldgica (en ésta se encuentran sumergidas las operaciones
de computo con ADN). Las areas existentes anteriormente son la matematica biolégica y la
biologia computacional (apoyada por la bioinformatica).

La idea central en la que se apoya el nuevo campo de la computacién biologica es la
analogia entre los dos procesos siguientes:

e La compleja estructura de un ser vivo no es mas que el resultado de aplicar
operaciones simples (copiado, borrado, etc) a una informacién inicial codificada en
secuencias de ADN.

e El resultado f(w) de aplicar una funcién computable a un argumento w se puede
obtener aplicando una serie de funciones basicas y simples sobre w.
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Ante cualquier modelo de computo existen dos preguntas basicas formuladas también
en la computacion con ADN, y son las siguientes:

e . Que tipo de problemas se pueden resolver con computacion con ADN? O mejor
dicho, ¢es el modelo de computacién con ADN completo en el sentido de que la
accion de cualquier MT puede ser llevada a cabo con manipulaciones de ADN?

e  Es posible disefiar computadoras de ADN programables?

Existen varias direcciones de investigaciéon que emplean las herramientas de la teoria
de la computacién para modelar las operaciones especificas de una serie de operaciones
con ADN. En varios casos se obtienen modelos universales y completos. Los modelos
principales son los sistemas sticker, los sistemas Insercién-delecion y los sistemas de
splicing.

El modelo de computo con ADN que se utiliza en esta investigacion es el sistema
splicing, también llamado de cortar y pegar porque las operaciones que se realizan a nivel
molecular son por medio de endonucleasas que cortan en lugares especificos dentro de
una cadena de ADN vy ligasas que unen cadenas de secuencias de ADN. El sistema
splicing tiene varios modelos de computadoras de ADN, algunos de estos tienen la misma
potencia que la MT.
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CAPITULO 4

LA INMUNOLOGIA MOLECULAR

El sistema inmunolégico esta formado por un conjunto de mecanismos que se
encuentran en un organismo bioldgico para contrarrestar cualquier material extrafno y la
aparicion de células tumorales. El material extrafio o parte de éste es reconocido como
antigeno; existen diversos tipos de moléculas que pueden actuar como antigenos, tales
como las proteinas, los polisacaridos'' y mas raramente otras moléculas como los &cidos
nucléicos. El antigeno se puede encontrar soluble (moléculas dispersas como una toxina)
o particulado (forma parte de una particula mayor, como células, bacterias, virus, etc.)
[Figura 4.1].
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Figura 4.1: Antigeno particulado. Una bacteria o virus puede contener varios antigenos, por ejemplo la
membrana de bacterias cuenta con muchos compuestos protéicos extrarios al organismo huésped.

La respuesta global y coordinada del organismo tras la introduccion del antigeno es la
respuesta inmunolégica. El tipo de respuesta que el sistema inmunolégico pone en marcha
depende del antigeno, teniendo muchas maneras de destruirlo, pero resulta util considerar
estas maneras en dos clases generales: inmunidad innata e inmunidad especifica. Para
propdsitos de esta investigacién solo se estudiara la inmunidad especifica.

4.1LA INMUNIDAD ESPECIFICA

El sistema inmunolégico especifico evolucioné en los vertebrados primitivos y permite
una respuesta inmunolégica mayor, asi como el establecimiento de la denominada
memoria inmunoldgica, donde el antigeno es recordado. Las caracteristicas de la
respuesta inmunoldgica especifica son esenciales para las funciones del sistema
inmunolégico [Tabla 5]. Las células que participan en la inmunidad especifica son los
linfocitos [Figura 4.2], éstas células cuentan con varios productos protéicos que son
utilizados en la respuesta inmunoldgica, uno de estos productos son las inmunoglobulinas
[Figura 4.3].

" Los polisacaridos son biomoléculas formadas por la unién de muchos monosacaridos (moléculas de aztcares simples).
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Figura 4.2: Imagenes de microscopio electrénico del linfocito. a) Su tamafo se encuentra entre 5y 20 um. b)
Linfocitos junto a otras células [85].

Figura 4.3: Modelo de liston de una molécula de inmunoglobulina. Cada inmunoglobulina esta compuesta
por cuatro cadenas polipeptidicas (tetrapéptido) [70].

Tabla 5. Caracteristicas principales de la respuesta inmunolédgica especifica.

Caracteristicas Funcion
Especificidad: | Las respuestas inmunolégicas son especificas para los diferentes antigenos y, de hecho,
para diferentes componentes estructurales de un complejo protéico o polisacéarido.
Diversidad: | Es la capacidad del sistema inmunoldgico para responder a una amplia variedad de
antigenos.
Memoria: | La exposicidon del sistema inmunolédgico a un antigeno extrafio mejora su capacidad para

responder al mismo antigeno en un segundo encuentro.

Especializacion:

El sistema inmunoldgico genera respuestas que son adecuadas para defender al
organismo contra distintos tipos de microorganismos.

Autolimitacion:

Todas las respuestas inmunoldgicas normales disminuyen con el tiempo después de la
eliminacién del antigeno.

Discriminacién
entre lo propio
y lo no propio:

Una de las propiedades mas importantes del sistema inmunolégico normal es su
capacidad para reconocer, responder y eliminar antigenos extrafios a la vez que no
reaccionar perjudicialmente frente a materiales del organismo (antigenos propios), esto
es, no despertar una respuesta inmunolégica contra compuestos proteinicos u otros
compuestos propios del individuo.
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Los linfocitos son producidos en la médula 6sea y en forma continua, estas son las
Unicas células capaces de reconocer antigenos de una forma especifica y por ello son las
células principales de la inmunidad especifica. Las dos poblaciones mas importantes de
linfocitos son las células B (linfocitos B) y las células T (linfocitos T), y derivan de células
madre hematopoyéticas'® pluripotenciales'®, en la Figura 4.4 se ilustran los dos
progenitores de las células hematicas, el mielocitico y el linfocitico.
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Figura 4.4: Hematopoyesis. En este arbol hematopoyético se refleja el desarrollo de los diferentes linajes de
células hematicas, las cuales provienen de las células madre [70].

La mayoria de los antigenos, sobre todo los de naturaleza proteinica, son timo-
dependientes; es decir, requieren de la participacion de los linfocitos T, estos a su vez
necesitan de la cooperacion de otras células como los macréfagos que provienen de los
monocitos, ya que la inmunogenicidad'* de estos antigenos depende de su procesamiento
por estas células o por otras células presentadoras’® de antigeno para inducir una
respuesta inmunolégica completa.

Hay, por el contrario, un grupo de antigenos relativamente simples que sin la
participacion de células presentadoras de antigeno ni de linfocitos T, son capaces de
inducir una respuesta inmunoldgica, estos son llamados antigenos timo-independientes;
estos tipos de antigenos estimulan directamente a los linfocitos B y los inducen a producir
inmunoglobulinas, ademas, son moléculas con unidades estructurales de repeticion,
usualmente polimeros lineales o poco ramificados, tanto naturales como sintéticos.

2 La hematopoyesis es la produccion y desarrollo de nuevas células de la sangre.

'3 Las células madre pluripotenciales pueden dar origen a progenitores que forman cualquiera de las tres
capas germinales embrionarias.

“La inmunogenicidad es la propiedad que permite a una sustancia inducir una respuesta inmunoldégica.

' Las células presentadoras de antigeno tienen como mision captar, procesar y presentar el antigeno a los
linfocitos T.
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4.2LA INMUNOGLOBULINA

Las inmunoglobulinas son moléculas con una estructura en forma de Y, que pertenecen
a las glicoproteinas y las producen los linfocitos B en forma secretada (las liberan) o unidas
a su membrana plasmatica de las células que la producen [Figura 4.5]. Las
inmunoglobulinas unidas a membrana actian como receptores que median la activacion
de los linfocitos B, la cual es desencadenada por el antigeno correspondiente. Las
inmunoglobulinas secretadas actian como mediadores especificos de diversos
mecanismos efectores que sirven para eliminar a los antigenos fijados a las
inmunoglobulinas [Figura 4.6].
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de inmunoglobulinas
RESPUESTA

Figura 4.5: Inmunoglobulina como receptor y en forma secretada. a) El antigeno es identificado por algin
linfocito que cuente con el receptor especifico para detectarlo, dando una sefial y formando una respuesta. b)
Célula plasmatica, es un linfocito B convertido a este tipo de célula para producir inmunoglobulina en grandes
cantidades y secretarla [70].
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Figura 4.6: Linfocito B activado y funciones efectoras de las inmunoglobulinas. Un linfocito B activado por el
antigeno especifico de sus receptores, secreta inmunoglobulina la cual dependiendo del tipo de antigeno
realiza diversas funciones efectoras [70].
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Cada molécula de inmunoglobulina estd compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas
(tetrapéptido) unidas por puentes disulfuro, dos de estas cuatro cadenas son llamadas
cadenas ligeras y las otras dos son llamadas cadenas pesadas. La formacion de estas
cadenas se da a través de la combinacién aleatoria entre multiples segmentos génicos
germinales bien definidos y contenidos en estructuras, llamadas V, D, J y C de tal forma
que las distintas combinaciones de cada uno de los segmentos génicos de cada
estructura, generan la diversidad de inmunoglobulinas, este proceso es Illamado
recombinacién somatica [Figura 4.7]. El ADN de los segmentos génicos para codificar la
cadena pesada se encuentra en el cromosoma 14 y los segmentos de la cadena ligera en
el cromosoma 2, por lo que las estructuras no comparten segmentos entre cadenas
pesadas y ligeras. La composicién de cada par de cadenas es la siguiente:

o Cadenas ligeras: Se dan a través de la expresidbn genOmica a partir de la
recombinacién somatica de cada uno de los segmentos génicos de V, J y C. Se
pueden dar dos tipos de cadenas ligeras, estas son k y A.

o Cadenas pesadas: Se dan a través de la expresion gendémica a partir de la
recombinacién somatica de cada uno de los segmentos génicosde V, D, Jy C.

ViV2 Vn D1-n J1-n

v -

Recombinacion somatica (unionV-D-J),
transcripcion y procesamiento del ARN
en tres posibles clones de linfocitos B

ARNmM D1 J1 D3 J5 D2 J2
expresado V1 ; C ve |\ /‘ C Vn C
entre 5' —i -3 aﬂ_t_—a 5' —i -3
clones de
linfocitos

Figura 4.7: Diversidad de los genes de las inmunoglobulinas. A partir del mismo ADN germinal se generan
secuencias reordenadas de ADN y ARNm. En el ejemplo que se muestra, se producen tres posibles ARNm
distintos a partir del mismo ADN germinal mediante el empleo de la combinacion de los distintos segmentos
génicos estructurados [70].

La recombinacion somatica es un procesamiento a nivel molecular que requiere de un
mecanismo de regulacion muy estricto, el cual se encuentra mediado por funciones
coordinadas de enzimas llamadas recombinasas, que identifican, cortan y ligan los
segmentos génicos para formar una secuencia bien estructurada de ADN, que
posteriormente se transcribira a un ARN primario y esta cadena tendra otro mecanismo
que reconoce, corta y liga el segmento C adecuado; realizado lo anterior se tendra un
ARNm que se traducira a un polipéptido que formard a la cadena correspondiente de la
inmunoglobulina. La Figura 4.8 ilustra como se realiza este reordenamiento.
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En la Figura 4.8 se muestra la recombinacion puede ocurrir por dos procesos llamados
delecién o inversion. Si las secuencias de reconocimiento se orientan en la direccion
opuesta, las recombinasas acercan los segmentos génicos V y J, y forman un bucle de
ADN intercalado, este bucle no cumple ningun papel y es eliminado. EI ADN intercalado se
corta y los extremos de los segmentos V y J se empalman para completar el proceso de
reordenamiento. Si las secuencias de reordenamiento se orientan en la misma direccién, el
ADN se invierte y los segmentos V y J se empalman en un extremo. El mismo proceso es
responsable de las recombinaciones DJ y VDJ en el locus de la cadena pesada [70].
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Figura 4.8: La recombinacion de los segmentos V-(D)-J.

La Tabla 6 muestra el numero de segmentos génicos de las estructuras V, D y J que le
corresponden a las combinaciones de la cadena pesada y ligera (tipo Ky A) y el total de
combinacion al unirse las dos cadenas. Al traducirse el ARNm formado por la trascripciéon
de los segmentos seleccionados se ensambla en una molécula proteinica, la cual es la
inmunoglobulina, que tendra una regién variable (V) y otra constante (C) [Figura 4.9].

Tabla 6. Mecanismos que contribuyen a la generacion de la diversidad en el repertorio de inmunoglobulinas
[70].

Segmentos Cadena pesada Cadena ligera K Cadena ligera A

ESTIMADO NUMERO DE SEGMENTOS GENICOS PARA LA FORMACION DE INMUNOGLOBULINAS EN
EL HUMANO

Vv 48 41 34
D 23 0 0
J 6 5 5
Combinacién V-D-J 48 x 23 x 6 = 6624 41 x5 =205 34x5=170
Posibles combinaciones
de cadenas pesadas y 6624 x (205 + 170 ) = 2.48 x 10°

ligeras™

*En la diversidad contribuyen también las regiones N y P que se dan solo en la cadena pesada.
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Figura 4.9: Recombinacidon somatica y expresién de los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas. Se muestra la secuencia de acontecimientos que tienen lugar en el reordenamiento del
ADN vy la expresidon de los genes de la cadena pesada (A) y la cadena ligera (B). En el ejemplo A, la regién
variable (V) de la cadena pesada esta codificada por los segmentos génicos V1, D1y J1. En el ejemplo B, la

i Vv
region V de la cadena ligera esta codificada por los segmentos génicos V1 y J1 [70]
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La region variable de las dos cadenas de la inmunoglobulina contiene un fragmento de
union al antigeno, que es el sitio donde podra unirse una parte especifica de un antigeno,
esta variabilidad se produjo como consecuencia de la recombinacién somatica, para
adaptarse a cada uno de los posibles antigenos, [Figura 4.10], por lo tanto estas
secuencias de aminoacidos constituyen los puntos de unién antigénica. A la region del
antigeno reconocida por esa parte variable de la inmunoglobulina se le denomina epitopo o
determinante antigénico. Un antigeno puede presentar un nimero variable de epitopos de
estructura unica o repetitiva. La complejidad estructural de las proteinas favorece que
éstas presenten por lo general un numero elevado de epitopos distintos, mientras que los
acidos nucléicos y los polisacaridos, dada su repetitividad estructural, poseen un niamero
escaso de epitopos diferentes.

ANTIGENOS

3

variable

Region
constante

INMUNOGLOBULINA

Figura 4.10: Region variable y constante de las cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina.

Cada linfocito cuenta con mudltiples receptores de inmunoglobulina en su membrana
plasmatica pero todos estos receptores son especificos para un solo epitopo; al igual que
la inmunoglobulina secretada por cada linfocito B, ya que tienen la misma region variable.
Las inmunoglobulinas secretadas tendran afinidad'® al epitopo del antigeno que activé al
linfocito, por lo que se fijaran en él, y la parte constante del antigeno servira para diversas
funciones efectoras.

' Afinidad es el grado de fuerza adhesiva entre moléculas.
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4.3EL PROCESO DE SELECCION DURANTE LA MADURACION DE LOS
LINFOCITOS.

Una vez que los linfocitos B inmaduros localizados en la médula 6sea (series de clones
de linfocitos inmaduros) expresan receptores antigénicos, son sometidos a procesos de
seleccion positiva y negativa. En la seleccién positiva, los linfocitos inmaduros con
receptores antigénicos se unen a antigenos propios, estos no tendran receptores
especificos para los epitopos de estos antigenos, por lo que se seleccionan para sobrevivir
y continuar su maduracion. Estos linfocitos seleccionados positivamente alcanzan los
tejidos linfaticos periféricos donde responden a antigenos extrafios. En la seleccion
negativa, los linfocitos que se unen con una avidez elevada a los epitopos de antigenos
propios del organismo, presentes en estos tejidos, reciben sefnales que les conducen a la
muerte (apoptosis). Como resultado, el repertorio de linfocitos maduros carece de células
capaces de responder a antigenos propios. La Figura 4.11 ilustra la seleccién de los
linfocitos B.
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Figura 4.11: Seleccion positiva y negativa de los linfocitos inmaduros [70].
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4.4LA HIPOTESIS DE SELECCION CLONAL

Los linfocitos B maduros que se encuentran en los tejidos linfaticos periféricos tienen
contacto con epitopos de antigenos que son transportados a ese tejido, se realiza una
seleccion a una serie de linfocitos B con receptores de inmunoglobulina especificos a los
epitopos de los antigenos transportados, y los activan, produciendo clones de esos
linfocitos; algunos de estos linfocitos se cambian a células efectoras diferenciadas, como
células de memoria o células plasmaticas (secretoras de inmunoglobulina). A esto se le
llama la hipétesis de seleccion clonal, los principios basicos de esta teoria son mostrados
en la jError! No se encuentra el origen de la referencia..

La Figura 4.12 ilustra como cada antigeno (X o Y) selecciona un clén de linfocitos
especificos preexistentes y estimula la proliferacién y diferenciacion de dicho clén, dando
lugar a las células plasmaticas, que secretaran inmunoglobulinas que tendran afinidad con
los epitopos de los antigenos produciendo distintas funciones efectoras de la
inmunoglobulina, como se ilustra en la Figura 4.6.
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Figura 4.12: Seleccién clonal [70].

Los cuatro principios basicos de la hipétesis de la seleccién clonal:

e (Cada linfocito posee un solo tipo de receptor de especificidad Unica.

e La interaccion entre un epitope de un antigeno y un receptor del linfocito capaz de
unir esa molécula con alta afinidad conduce a la activacion del linfocito.

e Las células efectoras diferenciadas derivadas de un linfocito activado tendran
receptores con especificidad idéntica a los de la célula progenitora que les dio
origen.
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e Los linfocitos que poseen receptores especificos para moléculas propias son
eliminados en las etapas tempranas del desarrollo de las células linfoides y por lo
tanto estaran ausentes en el repertorio de los linfocitos maduros.

4.5LA INMUNIDAD FRENTE A LOS TUMORES

Cada célula mantiene estables sus caracteristicas morfologicas vy fisiologicas gracias a
la operacion de diversos mecanismos de control o regulacidbn que son sutiles y muy
estrictos. La mayoria de estos mecanismos de control se originan pero operan en el
nucleo, cuando alguno de los mecanismos falla, se altera la actividad gendémica vy,
consecuentemente, la homedstasis'’ celular. Un ejemplo de esto podria ser el cancer.

Las células cancerosas pueden exhibir cambios de todo tipo, estas alteraciones
incluyen modificaciones en su apariencia: forma y tamano, alteraciones en la distribucién
de la cromatina nuclear, alteraciones en la forma y nimero de sus cromosomas: copias en
exceso de cromosomas, pérdida de cromosomas y cromosomas aberrantes, alteraciones
bioquimicas, en sus procesos moleculares, etc. Todos estos cambios tienen una causa
genética, es decir, aparecen cuando ocurren alteraciones en los genes que no son
corregidos por los mecanismos de reparacion que contiene la célula de manera normal,
cuando estos genes se alteran en su estructura o funcién, ocurre su pronta detecciéon y
reparacién, usualmente a través de proteinas codificadas por otros genes; asi la célula se
mantiene en un orden. Algunas veces sin embargo, estas alteraciones en los genes
activos no son detectadas y los genes afectados dejan de funcionar o funcionan de
manera anormal, produciendo cantidades anormales de proteinas normales (subexpresion
y sobre expresion) o produciendo proteinas anormales sin actividad fisioldégica definida.
Este funcionamiento anormal de los genes es lo que caracteriza a las células cancerosas y
es la base de todas las alteraciones arriba sefaladas.

La posibilidad de que respuestas inmunitarias especificas puedan erradicar los
canceres ha constituido el impulso para realizar numerosos trabajos en el campo de la
inmunologia. El concepto de vigilancia inmunitaria establece que una funcién fisiolégica
del sistema inmunolégico consiste en reconocer y destruir a los grupos de células que han
sido alteradas (llamadas células transformadas) antes de que produzcan mas células con
la misma caracteristica y formen tumores, asi como también eliminar los tumores una vez
formados. Los resultados de algunos experimentos cuestionan la importancia e incluso la
existencia de la vigilancia inmunolégica, frente a distintos tipos de tumores. No obstante
aun hoy no esta claro si el sistema inmunolégico reacciona frente a muchos tumores, pero
el estudio para destruir los canceres de una manera especifica sigue siendo una meta
importante para los inmunélogos que trabajan en el tema. Ademas, uno de los factores
que influyen en el crecimiento de los tumores malignos es la capacidad de sus células
para evadir los mecanismos de defensa del organismo.

Las células transformadas expresan antigenos que no aparecen en células normales. El
sistema inmunoldgico especifico considera a estos antigenos como extranos, lo que
ocasiona que las células inmunitarias ataquen a las células transformadas. Los antigenos

7 La homeéstasis es el conjunto de reacciones que realiza una célula o un conjunto de células que le
permiten estar en equilibrio con el medio que las rodea.
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expresados por los tumores pueden tener varios origenes; algunos derivan de virus
oncégenos como el virus del papiloma humano, que ocasiona cancer del cuello uterino
mientras que otros se forman por sobre expresiones y subexpresiones génicas en células
tumorales. Un ejemplo de sobre expresion es una enzima llamada tirosinasa que, cuando
se expresa en altos niveles, transforma a ciertas células de la piel (melanocitos) en
tumores llamados melanomas.

Las observaciones clinicas y los experimentos en animales han demostrado que,
aunque las células tumorales proceden de las propias células del huésped, pueden
desencadenar respuestas inmunolégicas. Sin embargo a menudo estas respuestas
inmunoldgicas no pueden evitar el crecimiento de los tumores. Son varias las razones por
las que la inmunidad antitumoral es incapaz de erradicar las células transformadas, en
primer lugar las células tumorales proceden de las células huésped y, por lo tanto son
iguales en muchos aspectos. En otras palabras, la mayoria de los tumores solo expresan
unos pocos antigenos que pueden ser reconocidos como extranos, de modo que la
capacidad inmundgena de gran parte de un conjunto de células transformadas tiende a
ser escasa. Los tumores que desencadenan respuestas inmunoldgicas intensas son los
producidos por virus oncégenos, en los que las proteinas del virus son antigenos extranos,
y los tumores inducidos en animales por carcindbgenos potentes que suelen provocar
mutaciones génicas en las células normales. La respuesta inmunoldgica estimulada por
diversos tumores es débil e indetectable y los estudios realizados con estos tumores
dieron lugar a un escepticismo considerable sobre el concepto de vigilancia inmunitaria. En
realidad, como ya se ha comentado, es probable que la importancia de la vigilancia
inmunolégica frente a los tumores varie segun el tipo de estos. En segundo lugar, el rapido
crecimiento y la propagacion de los tumores puede sobrepasar la capacidad del sistema
inmunolégico para erradicar las células tumorales y la eliminacién del tumor requiere que
todas las células tumorales sean eliminadas. En tercer lugar, muchos tumores disponen de
mecanismos especializados para evitar las respuestas inmunolégicas del huésped.
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En este

CAPITULO 5

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

capitulo se presentan los resultados obtenidos sobre el estudio de

procesamiento paralelo computacional aplicado a células del sistema inmunolégico.

Dos preguntas que surgen en éste trabajo son:

e ;Tiene el sistema inmunol6gico una componente de computo?

e Sitiene esta componente, ;Que clase es?

Estos cuestionamientos también se han realizado en cada una de las areas que
conciernen a este trabajo: la ciencia del computo y la inmunologia. Para responder a estas
preguntas, se hizo una clasificacion de los diversos estudios realizados que permiten ver
las semejanzas y diferencias entre estas dos areas, la clasificacion es de acuerdo al lugar
de la investigacion y los elementos que se utilizan para su puesta emn practica, teniendo
como base, los términos In Silico, In Vitro, In Vivo que se usan principalmente en la
biologia para indicar el tipo de analisis de sus investigaciones, la clasificacion es la

siguiente:

e Cdmputo In Silico — La expresién In Silico hace referencia a las acciones que son
realizadas en una computadora basada en el silicio. Son tres las disciplinas
importantes que abarcan lo realizado con cémputo /In Silico y la inmunologia:

a)

Simulaciones del sistema inmunolégico — Las simulaciones son realizadas
principalmente para la dinamica de las estructuras moleculares de las
biomoléculas que constituyen los elementos del sistema inmunolégico, tienen
como meta predecir el comportamiento de dicho sistema ante diferentes
situaciones, la unién con algunas areas como la bioinformatica y la biologia
molecular incrementa el poder de prediccion [72].

Sistema inmunoldgico artificial (SIA) — Los principios bioldégicos modernos del
sistema inmunolégico han proveido las bases para esta creciente area de
investigacién, el SIA soluciona problemas de computo e ingenieria, usando
las estrategias del sistema inmunolégico, construyendo algoritmos que son
implementados In Silico basados en los mecanismos del sistema
inmunolégico. Actualmente el SIA es representado por implementaciones
que se realizan en conjunto con los algoritmos heuristicos, computo
evolutivo, etc., unido con la explotacién de varios conceptos de computo
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emergentes como son las redes neuronales artificiales, algoritmos genéticos,
etc. [73-76].

c) Inmunocomputo — Tiene como antecedente al SIA y a los mecanismos
biomoleculares del sistema inmunoldgico. El inmunocoémputo explora los
principios de procesamiento de informacidn de las proteinas y la teoria de las
redes inmunolégicas'®, para resolver complejos problemas, este concepto de
computacion se basa principalmente en los modelos matematicos de las
acciones que realizan las biomoléculas del sistema inmunoldgico. Se han
desarrollado rigurosas pruebas en aplicaciones que utilizan el concepto de
las redes inmunoldgicas junto con el computo /n Silico, encontrando que son
capaces de aprender y reconocer, lo cual permite resolver problemas como
el reconocimiento de patrones, con similares caracteristicas al neurocomputo
(redes neuronales artificiales) [77].

e Cdmputo In Vitro — El término In Vitro se refiere a realizar experimentos bioldgicos
en tubos de ensayo o en un medio externo controlado, tratando de proporcionar las
condiciones semejantes a las que ocurren en un organismo biol6gico. Muchos
experimentos en biologia celular y molecular acontecen fuera de los organismos o
de las células; porque las condiciones de prueba pueden no corresponder a las
condiciones dentro del organismo, ésto puede dar lugar a resultados inexactos. Por
lo tanto, tales resultados experimentales se denominan como resultados In Vitro, en
contraste con el In Vivo. Es aqui donde la mayor parte de los experimentos de
cémputo con ADN se producen, por lo que nos referimos al término de cémputo In
Vitro a todo procedimiento de cédmputo biomolecular que se realiza en este medio.
Los trabajos en el cédmputo In Vitro y el sistema inmunol6gico consisten en aplicar
las teorias y algoritmos del SIA y el inmunocémputo en las computadoras de
biomoléculas. Un ejemplo de estos trabajos seria el inmunochip, que son
microarreglos biolégicos (biochips) en este caso construidos para resolver
problemas de cémputo [78].

e Computo In Vivo — El término In Vivo se refiere a los experimentos producidos
dentro de un organismo biolégico, asi como a la interaccion entre las biomoléculas
que se encuentran funcionando normalmente en el organismo, también a la
experimentaciéon o accién propia del organismo hecha en el tejido vivo, en
comparacién con uno parcial o muerto. Las pruebas animales y los ensayos clinicos
son formas de investigacidn de este tipo. Por lo tanto, el término cémputo /n Vivo es
referido a todo procedimiento de computo biomolecular que se realiza In Vivo. Esta
tesis abarca este campo

De aqui en adelante nos referiremos como sistema inmunoldgico al sistema
inmunolégico real, aquel que forma parte de un organismo biol6gico.

"La red inmunoldgica es el sistema inmunolégico visto como una red regulada de moléculas y células (red
idiotipica)
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De acuerdo a los objetivos de esta tesis y a la clasificacién antes mencionada, se situa a
este trabajo en el estudio de las operaciones de computo In Vivo que se realizan en el

sistema inmunologico [Figura 5.1].

Para realizar este estudio lo primero es responder a las dos preguntas del inicio de este
capitulo.

e ;Tiene el sistema inmunol6gico una componente de computo? [Figura A1]

e“\es, del siste ma jn m un
O/

of .
OQ‘QQ Mecanica _ O‘Qxbo
g Eléctrica Detecta y elimina
Bioguimica )
4 C tasional / Respuestas -Material extrafio
omputacional -~ Inmunologicas T mores

Figura 5.1: Algunos componentes del sistema inmunolégico.

Para responder a lo anterior, se propuso analizar el procesamiento de informacion a
nivel molecular en el sistema inmunolégico, realizando una abstraccién del funcionamiento

de este sistema como procesos de cadenas de ADN.

Obteniendo, que en las células linfoides (linfocitos) se realiza un procesamiento de
cadenas de ADN, llamado recombinacién somatica, éste procesamiento puede ser
mostrado con cadenas de un lenguaje en la Figura 5.2.

—————3 Cadena B1 '
. =————3 Cadena B2
Cadena A . PrOCI)esom|erlT|;O : ' Lenguaje B
Lengige . e informacion :
Cadena _}I Cadena Bn i

Figura 5.2: Recombinacion somatica como procesamiento de cadenas.
Lo cual se explica de la siguiente forma:

A partir de un gen (cadena A, ADN de longitud limitada) contenido en todas las células
precursoras linfociticas, se obtienen por la recombinacion somatica secuencias ARNm
(cadenas B, ARN de longitud limitada) contenidas en los linfocitos inmaduros. Cada
linfocito inmaduro contendra solamente alguna cadena B.
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El siguiente punto a considerar es reglamentar el procesamiento de informacién, esto
es, formalizar las operaciones que se producen en el procesamiento de las cadenas de
ADN en los linfocitos con los conceptos de computo, para lo cual se estudiaron diversos
modelos tedéricos de cémputo con ADN. Comprobando que las operaciones que se
producen en las cadenas de ADN y ARN son iguales a las operaciones del modelo de
cémputo con ADN, denominado sistema splicing, para entender esto se explicara a
continuacién dicho modelo.

5.1SISTEMA SPLICING

La teoria del sistema splicing propuesta por T. Head [79], permite contar con un modelo
para realizar computo con biomoléculas, esta teoria fue originalmente introducida para
modelar fendmenos bioquimicos de recombinacion de ADN y analizar sus propiedades
como un lenguaje, mas tarde fue reconocida como una base fundamental del cémputo con
ADN [80].

El funcionamiento de este sistema radica en operaciones que son llamadas splicing, que
consisten en la accién de enzimas que cortan y ligan moléculas de ADN, la endonucleasa
(enzima de restriccién) es la encargada de cortar una molécula de ADN en un sitio
especifico con base en una secuencia de nucleotidos especifica y la ligasa une dos
moléculas de ADN en sus extremos. La Figura 5.3 ilustra un ejemplo en el cual se tienen
dos moléculas de ADN de doble cadena (X, Y) que son cortadas por la misma
endonucleasa, y posteriormente sus fragmentos son ligados mediante algunas
condiciones, obteniéndose moléculas con nuevas secuencias de nucleotidos (Z, W).

GGGG| AATT CGGG AMG| AATT CTTT
= iy R : — e
cccc TTAA| Gccc : TTTC TTAA\ GAAA
CORTE CON ENZIMAS DE
~ . RESTRICCION 7\

3 AATTCTTT
geee ... mrreess | PHY..,, TR
CCCCTTAA aoee TTTCTTM GRAAR

; —,
CCCOTTAA GAAA TTTCTTAA acee
ra
L% /’
S LIGAR \/
v
936G AATT CIIT AMAG AATT CGGG
= %13 w= fiii

Figura 5.3: Funcionamiento central de los sistemas splicing. Generacion de nuevas secuencias de
nucleétidos por corte y ligado de moléculas de ADN por medio de endonucleasas y ligasas.
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En el sistema splicing solo se utiliza una cadena de las dos cadenas de una molécula de
ADN de doble cadena, esto sin afectar la operacion. Del ejemplo de la Figura 5.3, se
representan las cadenas de ADN Xy Y de la forma siguiente:

X=GGG GIAATTC GGG
Y =AAA G|AATTC TTT

En donde la cadena GAATTC es la secuencia que reconoce la endonucleasa y la barra
vertical (|) indica el lugar donde la cadena es cortada.

Para formalizar las operaciones de splicing, las cadenas y subcadenas son
representadas con el formato siguiente:

X = x1ulu2x2
Y = ylu3u4dy2
donde:

ul, u3 son subcadenas de X y Y respectivamente y son las secuencias de
reconocimiento anterior al corte
u2, u4 son subcadenas de X y Y respectivamente y son las secuencias de
reconocimiento posterior al corte

Una regla de splicing especifica la secuencia de nucleo6tidos que la enzima reconoce y el
lugar donde realiza el corte es descrita como:

(u1, u2 ; u3, u4)
donde los cortes se realizan entre las secuencias ul - u2, y la secuencia u3 - u4.
De lo anterior se obtiene:
x1 =GGG, ul =G, u2 =AATTC, x2 = GGG
y1 =AAA, u3 =G, ud=AATTC, y2=TTT
Aplicando una operacién de splicing se obtienen las siguientes cadenas de dos
moléculas de ADN:
Z=GGGG AATT CTTT = x1uludy2

W = AAAG AATT CGGG = y1u3u2x2
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Una operacion de splicing es denotada por |= Y los pardmetros completos son escritos
de la forma siguiente:

X, Y)Fr(Z, W) si X = x1utu2x2
Y = y1u3udy2
Z = x1uludy2
W = y1u3u2x2

Para alguna x1, x2, y1, y2
Donde r = (u1, u2 ; u3, u4)

Formalizando el sistema splicing con base en la teoria de lenguajes propuesta por T.
Head [79] se determina lo siguiente:

Una regla de splicing r ahora sera formalizada a una cadena y consiste del formato:
r=ul#u2$u3#u4

donde:
ul, u3 son subcadenas de X y Y respectivamente, y son las secuencias de
reconocimiento anterior al corte
u2, u4 son subcadenas de X y Y respectivamente, y son las secuencias de
reconocimiento posterior al corte

donde u1, u2, u3, u4 € V*, siendo V un alfabeto.
#,$ son simbolos especiales que no pertenecen al alfabeto V y utilizados para
delimitar.

Si lo que se manipula son cadenas de ADN, el alfabetoes V ={ A, G, C, T }, por lo que
cualquier cadena (secuencia) se encuentra contenida en V*.

Al realizar un cémputo con el sistema splicing, este puede utilizar mas de una regla, el
conjunto de todas las reglas de splicing es representado por R:

R c V*#V*$V*#V*, (note que R puede ser infinito).
Porloquer,e Rconn>1

Sea L el lenguaje formado por las cadenas iniciales llamados axiomas siendo estas
cadenas un subconjunto de V*, en el ejemplo de la Figura 5.3, X y Y forman el lenguaje L
con cadenas del alfabeto V = {G, A, T, C}.

54



PERSPECTIVAS

La Figura 5.4 ilustra una operacion de splicing con los parametros siguientes:

(X,Y) |— r Z
X =x1utu2x2
Y = y1u3udy2
Z = x1uludy2

Para r = u1#u2%u3#u4

Donde X, Y y Z son cadenas sobre el alfabeto V y r una regla de splicing.

2
N et | - J
T | T T i —1

e

1
i
|
|
]
i

Iy uj T Y2
Figura 5.4: La operacioén de computo con ADN del sistema splicing [80].
Una combinacion H es denotada por o y es un par (V,R)
o=(V,R)
Sea a(L) el lenguaje obtenido por una primera operacién de splicing no iterativo de algun

par de cadenas (X y Y) que pertenecen a L con respecto a alguna regla de splicing r que
pertenece a R.

olL)={Ze V*|(X,)Y) |—rZ, paraalgin X,Ye L,re R}

Cuando alguna endonucleasa y ligasa se encuentran presentes ya sea In Vivo o In
Vitro, estas enzimas no se inactivan después de una operacién de corte y pegado, por lo
que las enzimas actuan iterativamente.

Sea o’(L) el conjunto de cadenas iniciales.

o’(L)= L
Sea o'(L) el lenguaje que resulta de la operacién de la primera iteracién, este se

encuentra dado por las cadenas que pertenecen a L, junto con un primer splicing no
iterativo:
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o'(L) =0°(L) uo(a® (L)) =L uo(L)

El lenguaje obtenido de la iteracidn i esta dado por la expresion
o*'(L) =o' (L) uo (0 (L)), parai>1
En consecuencia,

o*(L) =u d'(L)

i>1

El ejemplo siguiente muestra un splicing no iterativo e iterativo, donde L es un lenguaje
que consiste de una sola cadena { abba } sobre el alfabeto £ = { a, b}, r1 y r2 son un
conjunto de reglas de splicing, las cuales son un subconjunto de R:

{r1 : a#b$b#ba, r2 : b#a$b#ba} donderi yr2 e R

Por lo que se obtiene.
(albba, ablba) |+ aba
(abbla, ablba) } > abbba

o(L) = { aba, abbba }
Splicing iterativo

o’(L) = { abba}
De la primera iteracidn se obtiene:

(albba, ablba) | aba
(alba, ablba) |} aba

(abla, ablba) } > abba

(abbla, ablba) } > abbba

o'(L) = { aba, abba, abbba }

o'(L)={ab"a|1<n<i+2}, Parai>1
En consecuencia,

o*L) ={ab"a|n>1)
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La operacién de splicing se emplea como herramienta para la construccion de los
mecanismos principales de estos sistemas, dado un conjunto de axiomas, los cuales son
cadenas que pertenecen a L y un conjunto de reglas de splicing R, el lenguaje generado
estara formado por todas las cadenas que se puedan obtener al aplicar las reglas de
splicing, tanto al conjunto de axiomas iniciales como a las cadenas resultantes obtenidas
en operaciones de splicing precedentes.

Se representan por FIN, REG, LIN, LC, SC y RE las familias de lenguajes generados por
gramaticas arbitrarias donde REG representa los lenguajes regulares, LIN lineales, LC
libres de contexto, SC sensibles al contexto y RE recursivamente enumerables, FIN
representa la familia de lenguajes finitos.

Cumpliendo con la jerarquia Chomsky, que es definida como:

FINc REG cLINcLC «cSC cRE
Dadas 2 familias de lenguajes FL1, FL2, donde L pertenece a FL1 y R pertenece a FL2,

S(FL1, FL2) es la familia del lenguaje generado a la cual pertenece el sistema splicing no
iterativo; la Tabla 7 muestra las diferentes combinaciones:

S (FL1,FL2)={o(L)|[Le FL1yo=(V,R)conRe L2}

Tabla 7. El tamafio de familias S (FL1, FL2) [25].

FL2

FL1 FIN REG LIN LC SC RE
FIN FIN FIN FIN FIN FIN FIN
REG REG REG REG, LIN REG, LC REG, RE REG, RE
LIN LIN, LC LIN, LC RE RE RE RE
LC LC RE RE RE RE RE
SC RE RE RE RE RE RE
RE RE RE RE RE RE RE

Se le llama a un sistema splicing no iterativo cuando los lenguajes que forman el
conjunto de axiomas y reglas pertenecen a FIN, esto tendra la capacidad de generar
lenguajes que pertenezcan a FIN, por lo que el poder de computo de este dispositivo sera
menor al de un autémata finito (AF). De la Tabla 7 se obtiene:

S(FIN, FIN) = FIN c REG
De otra manera, para generar lenguajes RE conforme a los axiomas y reglas, requerira
que alguno de estos Ultimos se encuentre en una familia de lenguajes con una jerarquia

Chomsky mas alta a FIN, por lo que se requerira de lenguajes no finitos.

S(SC, FIN) = REG
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La familia de SC contiene lenguajes que no son finitos, por tanto, habra al menos un
lenguaje que represente a un conjunto de axiomas que sera infinito, por lo que este
sistema no seria practico.

La familia de lenguajes generados por el sistema splicing iterativo esta dada por la
expresion siguiente:

H(FL1, FL2) ={ o*(L)|[Le FL1yo=(V,R)conR e L2}
La caracterizacidén de este sistema ante axiomas y reglas finitas es:
H(FIN, FIN) = REG
Se ha demostrado la existencia de modelos del sistema splicing que bajo una serie de
controles y tienen el mismo poder de computo que la MT, por lo que cualquier lenguaje RE
puede generarse con un numero finito de axiomas y un namero finito de reglas mediante

este sistema de operaciones de corte y ligado con moléculas de ADN [25].

H(FIN, FIN) = RE

El funcionamiento general del sistema splicing se ilustra en la Figura 5.5.

Cadenas de entrada
Axiomas

l

Sistema splicing Enzimas
Reglas de splicing

Procesamiento de

cadenas

Cadenas de salida
Figura 5.5: Funcionamiento general del sistema splicing.

Una vez entendidas las operaciones de cadenas de ADN que se realizan en el sistema
inmunoldgico y en el sistema splicing,. Se realizaran las comparaciones que identifican al
sistema inmunolégico con operaciones que se efectianen el sistema splicing.
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5.2EL SISTEMA INMUNOLOGICO CARACTERIZADO COMO UN SISTEMA SPLICING

Dentro de las variantes del sistema splicing, existen algunas que utilizan cadenas
lineales y circulares para realizar sus operaciones, estas variantes son mostradas en la

Figura 5.6,

| |
- —f f \ / \
u - | U4 1 | U~ +_ Uy
I o e ) J |z, i Y
u *=us = Us T U3
L 2y
| A
X 3] us Y Z
|
' o T M 4
|
r r T 4- 4 T
/ =4 \ _rI
LR
1 - —— 4 Uq 8
u JEY
LAd | |
u g vy } -+ Us u4q 4
V b + t ] 1 i
o Ao
._‘—g 3 . ‘4{ I'I_:-" ~J}
u Usg =
X ) | W
Ty £l
vy, u uy Us
| |
§ *l —t 1 i W
| -4
vy U uz v ug Yuy w3 F 1— ™ X
vV ——4—44—— = [ v2 '\
§ Sh——— ’l us \ | Us
2\ /
Lo ] ~ + e

Figura 5.6: Splicing con cadenas circulares [25].

Las consideraciones del sistema splicing con cadenas circulares son las siguientes:

Se utilizan dos clases de cadenas, las cadenas lineales que pertenecen a V* y las
cadenas circulares que pertenecen a V° (estrella de Kleen de cadenas circulares) todas
ellas sobre el alfabeto V; el sistema splicing con cadenas circulares cuenta con las mismas
caracteristicas del sistema splicing de cadenas solamente lineales, como estas tienen
modelos que cuentan con el mismo poder de computo al de la MT, las operaciones de
splicing de la Figura 5.6 son formalizadas a continuacién:
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La regla de splicing se denota igual que el splicing con cadenas lineales, esto es
r = ul#u2$u3#u4 sobre V. Para X,YyZe V°y V,We V*

Donde V° es el conjunto de todas las cadenas circulares
V* es el conjunto de todas las cadenas lineales

X,Y) F'r Z sisolosi

X % (Y,2) sisolo si

(X, V) E W sisolosi

V E% (X, W) si solo si

X =x1ulu2,

Y = y1u3u4,

Z = x1uludy1u3u2,
para alguna x1, y1 € V*,

X = x11ulu2x2u3x4,

Y = xx1ulu4,

Z = x2u3u2,

para alguna x1, x2 € V*,

X =x1ulu2,

V =viu3u4v2,

W = viu3u2xiuiu4vz,

para alguna vi1, v2, v3 € V*,

V = viulu2v2u3u4v3,

X = u2v2u3,

W = viuiu4vs,

para alguna v1i, v2,v3 e V*

En la Figura 5.7 se da el algoritmo de cémputo con ADN, que realiza el sistema
inmunoldgico para obtener las secuencias de ARNm de la cadena pesada, en el cual se
realizan 3 operaciones del sistema splicing con cadenas circulares; por lo tanto se
concluye que el repertorio total de linfocitos B crea un sistema de computo con ADN.
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V = ADN GERMINAL
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Figura 5.7: Algoritmo de computo con ADN del sistema splicing [70].
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Las operaciones mostradas en la Figura 5.7 pueden representarse de la forma
mostrada en la Figura 5.8, la cual ilustra que el lenguaje A y B son los axiomas, la accion
de las enzimas son las reglas de splicing para la formacién del lenguaje C y D.

LENGUAJE A LENGUAJE B
LV1 LVn D 1-23 J1-6 Cy Cs LVILV2 LVn J1-5 (ON
5 -HEHE-H- - HHHHH--- 5 -HEHHEHE-{HHHHHE- s
* ENZIMAS +
SISTEMA SPLICING SISTEMA SPLICING
A B

Figura 5.8: Representacion del computo con ADN mediante el modelo de sistema splicing que realiza una
célula del sistema inmunolégico [70].

Bajo las bases de la teoria de seleccion clonal que forma parte del sistema
inmunolégico y la teoria del cémputo con ADN, se concluye lo siguiente: los linfocitos B
inmaduros contienen el repertorio total de soluciones, las cuales en el proceso de
seleccion que se realiza durante la maduracién de los linfocitos B y la seleccién clonal es
igual al filtrado que se realiza también en el computo con ADN in vitro, dando como
resultado la solucién requerida para atacar el problema, y comprobando también que el
tipo de computadora que es el sistema inmunoldgico es no deterministica.

Por lo tanto, como el sistema inmunol6gico en el componente de procesamiento de
cadenas realiza cémputo con ADN y esté computo es un sistema de procesamiento
paralelo masivo computacional, los estudios que se realicen en el cémputo con ADN
ayudaran a la comprension del sistema inmunolégico:
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PERSPECTIVAS

Referente a la computabilidad y complejidad computacional, se concluye lo siguiente:

Se tiene que las diferentes sobre expresiones que realiza la célula de manera anormal
causada por diversas razones, como es un codigo genético corrupto, coinciden con un
sistema de procesamiento de informacion que no cuenta con un control (no se detiene) y el
sistema inmunoldgico (ultima barrera de ataque de un mal funcionamiento respecto a estas
sobre expresiones), no tendra la certeza de que este problema pueda ser resuelto, porque
el sistema inmunolégico se enfrenta a un problema de la parada y al igual que otros
sistemas tanto artificiales creados por el hombre (como son los marcadores de pronostico)
o natural creados por un organismo biolégico tendran esa certeza de resolverlo, el
problema simplemente es no computable.

Si de acuerdo a los analisis de computo con ADN a mayor velocidad de procesamiento,

mayor masa requerida, el sistema inmunoldgico tiene por lo tanto limites en la complejidad
computacional.
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ANEXO | - LA IMPLEMENTACION DE LA FUNCION DE TRANSICION

La Figura 1 ilustra una funcién de transicion de un MT que reconoce cadenas de
palindromos del alfabeto Z = {a,b} y el simbolo # para identificar el espacio en blanco. El
conjunto de estados son qinicio, qi1, g2, g3, g4, 95, gsl, gNo, siendo qinicio el estado de inicio,
gs! el estado de aceptacion y gno el estado de no aceptacion.

afa, D

Figura 1. Funcion de transicién de una MT representada por un diagrama. Esta decide si la cadena puesta
es un palindromo [24].

Se pone el cabezal de la MT en el primer simbolo del lado izquierdo de la cinta, que no
identifique el espacio en blanco y en el diagrama se inicia en el estado qinicio. Para que se
lleve acabo la siguiente transicién de estado, el movimiento del cabezal y el simbolo que
serd escrito antes del movimiento serdn dados por el simbolo que lee el cabezal y el
estado de transicion actual. Un ejemplo de la lectura del paso de transicion es el siguiente
a/#, D = (simbolo que se lee) / (simbolo que se escribe) , (movimiento del cabezal).
Cuando la transicion llega a un estado final gsi 0 gno la MT cumplié su cometido, pero
existen maquinas en las que no sucede esto.
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ANEXO II. EL PROBLEMA DE SATISFACCION BOOLEANA (SAT)

El problema de satisfaccion booleana (SAT) es uno de los problemas mas importantes,
existe mucho interés en resolverlo de manera eficiente, ya que ese método de resolucién
seria aplicable a un gran numero de problemas de diferente naturaleza.

Una instancia del problema SAT es una expresion booleana que combina variables
booleanas con operadores booleanos (AND, OR, NOT). Una expresién es satisfactible si
existe una asignacion de valores booleanos (cierto, falso) para las variables de esa
expresion haciendo que la expresion completa sea verdadera. Para este problema existen
muchas variantes, una de ellas es el FNC-SAT (SAT de la Forma Normal Conjuntiva) que
sera descrito a continuacion:

Sea una expresién l6gica, la cual contiene variables xi y los operadores booleanos A, v
y = (AND, OR y NOT, respectivamente). Se supone que la expresién esta en forma FNC, lo
cual significa que es una conjuncién de subexpresiones Ci llamadas clausulas disyuntivas:

F=C1AC2A- ACn
Por ejemplo:

F1=(X1VX3VX4) A (7X1VX3) A (0X1V X4 V-X2) A (7X3) A (X2 V —1X4)
Es una expresion FNC con cinco elementos conjuntivos.
El problema de FNC-SAT es el siguiente: Dada una expresién en forma normal
conjuntiva, ¢ existe una asignacion de verdad que la satisfaga?
Por ejemplo:

Una instancia de problema SAT con 2 variables y su correspondiente tabla de la
verdad [Tabla 8].

F2= (X1 v X2) A (0X1 V 2X2)

Tabla 8. Tabla de verdad para la funcion F2.

X1 X2 X1V X2 —X1 V —X2 F2
Cierto Cierto Cierto Falso Falso
Cierto Falso Cierto Cierto Cierto
Falso Cierto Cierto Cierto Cierto
Falso Falso Falso Cierto Falso

Se puede verificar facilmente que la expresion precedente se satisface (se vuelve cierto)
con la asignacion de ciertas combinaciones de valores booleanos en las variables. El
problema de SAT pertenece a NP (No determinista) dado que puede ser resuelto en
tiempo polinbmico con una maquina de Turing no-determinista que genera todas las
posibles combinaciones de valores para las variables de la expresion y, en forma no-
determinista, intenta verificar si alguna de ellas hace que la expresion se evalle en
verdadero, en cuyo caso acepta la entrada.
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ANEXO lll. MAQUINA DE TURING NO DETERMINISTA (MTND)

Para entender de manera practica la maquina de Turing no determinista (MTND)
explicaremos un modelo de menor poder computacional que la MT, el autémata finito
deterministico (AFD), que en términos practicos se describe como una MT que no tiene la
capacidad de escribir en la cinta y Unicamente el cabezal se puede mover de izquierda a

derecha. El siguiente ejemplo ilustrara un problema, el cual si tiene el poder de resolver el
AFD. Ejemplo:

Se tiene el alfabeto = = {0.1}, construir un AFD cuyo lenguaje aceptado sean todas
cadenas que siempre y cuando tenga una longitud de por lo menos 3 simbolos y un 1 en
la antepenultima posicion de la cadena. EIl diagrama de la funcién de transicion es
mostrado en la Figura 2, donde: QO es el estado inicial y Q4 el estado de aceptacion y
cualquier otro estado es un estado de no aceptacion.

i ]
= | )
S | R 1
PR CORO R G:

Figura 2. Diagrama de una funcién de transicién de un Autémata Finito Deterministico.

Por ejemplo si introducimos la cadena 100, ésta es aceptada por que es de longitud tres
y tiene un 1 en la antepenultima posicion de la cadena, si introducimos 0110101 es
aceptada también.

Ahora mostraremos un autdémata finito no deterministico (AFND) que resuelve el mismo
problema y acepta el mismo lenguaje del problema anterior. En la Figura 3 se muestra el
diagrama de la funcién de transicidbn no determinista. Se puede observar que para el
estado Qo existen dos transiciones para el simbolo 1, Esto se ejemplifica de la siguiente
manera; se da la cadena 101101 al AFND, en la Figura 4 se muestra el arbol de
transiciones resultante, esto es, todas las transiciones que ocurren del inicio de la cadena
hasta el final.

LA

|ﬂ'|

|1

I
K _!"\ 1 ST T . S,
— Qo MQ _3—H.\Q§x Qs

Figura 3. Diagrama de una funcién de transicion de un Autémata Finito No Deterministico.
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Figura 4. Arbol del AFND de la Figura 3.

El determinismo radica en lo siguiente: en lugar de preguntarse si el trayecto
correspondiente a una cadena lleva a un estado de aceptacién como lo haria con un AFD,
hay que preguntarse si algun trayecto correspondiente a la cadena tiene dicho efecto. En el
seguimiento del diagrama [Figura 3,Figura 4], cuando se esta en el estado Qo y se recibe el
simbolo de entrada 1, se adivina cudl flecha con el rotulo 1 es la que debe seguir. La
adivinacién incorrecta podria originar una respuesta “no” para una cadena que sea parte
verdadera del lenguaje. Ello no invalida la estrategia, ya que para una cadena del lenguaje
existe al menos una secuencia de adivinacién que lleva a la aceptacion, y para una cadena
que no sea parte del lenguaje, ninguna secuencia de adivinacidon hace que se acepte la
cadena [84]. Debe tenerse en cuenta que todos los trayectos deben llegar a un final y
sobre todo, el no deteminismo no aumenta la potencia de la MT, pero puede reducir el
menor numero de estados en relaciéon a un AF, como en el caso de este ejemplo, ademas
que puede variar la complejidad del computo, esto es, el tiempo y espacio.

Ahora veamos un ejemplo de como seria la MTND:

Una forma determinista de probar si un entero es una potencia de 2 es verificar en
primer término si el entero es 1 y en caso de que no lo sea, realizar unas secuencias de
divisiones entre dos. Si en cualquier paso antes de llegar a uno se obtiene un residuo
distinto de cero, la respuesta es negativa. Sera positiva en caso de que se obtenga al final,
el cociente 1 sin en alguna de las divisiones el residuo sea cero. Sin embargo,
normalmente se diria que multiplicar por 2 es mas facil que dividir entre 2. Asi pues, un
enfoque mas sencillo seria comenzar con 1 y realizar una secuencia de multiplicaciones
por 2, Se compararia el resultado de cada una de las multiplicaciones contra la entrada
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original (el entero a verificar), que se aceptaria eventualmente si se obtiene un numero
igual a la entrada, mientras que se rechaza en caso de que se obtenga en Ultima instancia
un namero mayor que la entrada o simplemente se deja que las iteraciones continuen
indefinidamente. En la MTND se adivinara un nimero i, se obtendra 2i y se sometera a

prueba este valor con el entero a verificar, pero existen simultaneamente otras
adivinaciones de i que se evaluaran.

Ahora analizaremos un algoritmo que resuelve el SAT en forma no determinista.
Tenemos el problema de FNC-SAT anterior.

Fa= (X1 Vv x2) A (0X1 Vv 2X2)
Por lo que su algoritmo no determinista seria el siguiente [Figura 5].

e Se generan soluciones.
e Atraemos las soluciones en un tiempo donde x1 sea igual a cierto o x2 sea igual a

cierto.
e Atraemos las soluciones en un tiempo donde x1 sea igual a falso o x2 sea igual a
falso.
X1 X2 X1 X2 X1 X2
0 0
0 1 — 0 1 — |0 1
1 0 1 0 1 0
1 1 1 1

Figura 5. Algoritmo SAT no determistico.

Se puede observar que la complejidad de FNC-SAT cambia de un algoritmo
determinista exponencial con complejidad 2" (donde N es el nimero de variables) a un
algoritmo no determinista polindmico con complejidad N, donde N es el numero de
elementos conjuntivos.

Cualquier lenguaje que pueda ser aceptado por una MTND también es aceptado por
una MT, por lo que el poder de la MTND no cambia, solo lo hace su complejidad.
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ANEXO IV. CLASES DE COMPLEJIDAD COMPUTACIONAL

Una clase de complejidad es un conjunto de problemas para los que se observa una
determinada propiedad relacionada con su complejidad. El objetivo es ahora agrupar los
problemas de decision en clases, atendiendo a su dificultad, es decir, a la complejidad
computacional de mejor algoritmo capaz de solucionarlo. Se debe tener en cuenta que la
complejidad no cambia entre los mismos modelos de maquinas (MT o MTND).

La clase de complejidad P (Polindbmico): Los problemas de decision que pueden ser
resueltos con un algoritmo en tiempo polindbmico calculado a partir de la entrada de
una cadena por una MT determinista.

La clase de complejidad NP (Polindmico No Determinista): Es el conjunto de
problemas que pueden ser resueltos en tiempo polindmico por una MT no
determinista. La importancia de esta clase de problemas de decisiébn es que
contiene muchos problemas de busqueda y de optimizacién para los que se desea
saber si existe una cierta solucién o si existe una mejor solucién que las conocidas.
Dada su importancia, se han hecho muchos esfuerzos para encontrar algoritmos
que decidan algun problema de NP en tiempo polindmico. Sin embargo, pareciera
que para algunos problemas de NP (los del conjunto NP-completo) no es posible
encontrar un algoritmo mejor, que simplemente realizar una busqueda exhaustiva.
Se puede decir que la mayoria de los problemas interesantes de computacion en el
mundo real pertenecen a la clase NP.

La clase de complejidad NP-COMPLETOS: En la teoria de la complejidad
computacional, la clase de complejidad NP-completo es el subconjunto de los
problemas de decision en NP, de manera que todo problema en NP se puede
reducir en cada uno de los problemas de NP-completo. Se puede decir que los
problemas de NP-completo son los problemas mas dificiles de NP y muy
probablemente no formen parte de la clase de complejidad P. La razén es que de
tener una solucion polinbmica para un problema de NP-completo, todos los
problemas de NP tendrian también una solucion en tiempo polinémico.

El problema SAT es un problema que ha demostrado ser NP-completo, de
manera, que si se encontrara un algoritmo polinémico que resolviera este problema,
muchos otros problemas NP serian resueltos también en tiempo polinémico.

Otros ejemplos de problemas NP-completo son la suma de conjuntos, el
problema de mochila, el camino Hamiltoniano, el maximo claque, etc.
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ANEXO V. TECNICAS MOLECULARES Y OPERACIONES PARA MANIPULAR EL ADN

Las técnicas y operaciones moleculares permiten la manipulacion del material genético
de los organismos vivos o de fragmentos sintéticos de ADN. Todos los modelos de
cémputo con ADN aplican secuencias especificas de operaciones biolégicas a un conjunto
de moléculas de ADN de cadena sencilla o doble [86]. Algunas de estas herramientas y
operaciones son explicadas a continuacién:

Sintesis de ADN: Es la creacion de un oligonucle6tido, que es una secuencia
especifica y corta de ADN o ARN, con cincuenta 0 menos pares de bases.

Separacion y fusiéon de cadenas de ADN; que consiste en las técnicas siguientes:

La desnaturalizacion es separar las cadenas de una molécula de ADN de doble
cadena para obtener dos cadenas sencillas [Figura 6].

La renaturalizacién es la unidon de una molécula de ADN de cadena sencilla con
su correspondiente molécula de ADN de cadena sencilla complementaria.

’ ok i = . g e : s é
DNA es desnaturalizado GACT

por calor Renaturalizado
por frio.

Figura 6. Desnaturalizando y renaturalizando ADN [81].

Hibridacion: es la unién de una molécula de ADN de cadena sencilla con otra
molécula de ADN o ARN la cual varia en tamafio y en donde no todos los
nucleédtidos son complementarios (por lo tanto son menos estables
termodinamicamente).

Cortar ADN: En este proceso se corta el ADN a través de enzimas de restriccion.
[Figura 7].
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Figura 7. Digestion del ADN por la endonucleasa EcoR1 [87].

e Ligar ADN: Las moléculas de ADN pueden ser unidas por sus extremos a través de
un proceso llamado ligacion, el cual es realizado por enzimas llamadas ligasas
[Figura 8].

GT C G
H moanomom
Lieislrraas t

Ligasa de DNA

Figura 8. Mecanismo de accion de la enzima ligasa de ADN [87].

e Modificar nucle6tidos de ADN: Se utilizan enzimas que modifican las moléculas de
ADN adicionando o eliminando ciertos componentes quimicos que son muy Utiles
para controlar varias operaciones en el ADN.
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La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa: llamada también PCR, por sus
siglas en inglés, permite obtener muchas copias de un segmento de ADN
especifico. La esencia de la técnica es relativamente simple y consiste de los
siguientes pasos:

1. Se calienta el ADN hasta que las dos cadenas de la molécula se separen,
dando como resultado 2 hebras separadas.

2. Se adicionan nucleétidos, ADN polimerasa y secuencias promotoras de ADN
gue dan las sefales de inicio de la replicacién del ADN.

3. Tan pronto como la mezcla comienza a enfriarse los segmentos promotores
de ADN se uniran a las hebras separadas y el ADN polimerasa unira los
nucleédtidos libres con los nucle6tidos de los segmentos de ADN de la
molécula inicial. En esta fase se logra la duplicacion del ADN.

4. Se repite el procedimiento anterior.

Al cabo de 10 ciclos se obtienen 1000 copias de ADN y en 20 ciclos se tendra un
milldbn de copias. En muchos casos de medicina forense, por ejemplo, se requieren
grandes cantidades de ADN por lo que la técnica es bastante util.

La electroforesis: es una técnica que permite comparar el tamarno y la secuencia de
bases de varios segmentos de ADN. EI ADN es una molécula que tiene una carga
negativa (dada por los grupos fosfatos), y por lo tanto es atraida hacia cargas
positivas. En la electroféresis se utiliza un gel de agarosa, a través del cual el ADN
puede pasar [Figura 9]. La técnica se puede resumir de la siguiente manera:

1. La muestra de ADN de varias células del mismo organismo o de diferentes
oligonucleétidos se mezcla con una determinada enzima de restriccion, lo que
producira varias copias del segmento 1, varias copias del segmento 2, etc.

2. Se coloca el gel de agarosa dentro de un recipiente que a su vez esta
dentro de una solucién que conduce electricidad.

3. Luego se coloca el ADN, ya sea en segmentos, en el extremo del gel
opuesto al extremo que tiene la carga positiva.

4. Al dejar pasar el ADN a través del gel los segmentos mas cortos migraran
hacia el polo opuesto a una velocidad mayor que los segmentos mas largos.

5. El tamano de los fragmentos se puede conocer comparando la distancia a

la que migraron con la migracién de fragmentos de referencia de longitud ya
conocida.
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Esta técnica nos permitira conocer el numero y el tamafio de los segmentos de
determinado ADN y con ciertas operaciones la secuencia de cadenas de ADN.

Figura 9. Gel de Agarosa.

e Secuenciacién: Esta operacion permite determinar el orden preciso de bases
nucleédtidas (secuencia) de un fragmento de ADN. La mayoria de los tipos de
secuenciacion de ADN se basan en una técnica denominada extension de
oligonucledétido.
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