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Resumen de la tesis que presenta Nelson Emmanuel Ordóñez Guillén como requisito
parcial para la obtención del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Compu-
tación.

Modelos de inferencia y circuitos lógicos basados en desplazamiento de
hebras de ADN

Resumen aprobado por:

Dr. Israel Marck Martínez Pérez

Director de tesis

La alta predictibilidad y especificidad de las interacciones de emparejamiento entre
bases nitrogenadas postuladas por Watson y Crick, ha dado paso al nacimiento de la
nanotecnología dinámica del ADN. Dentro de esta área, uno de los mecanismos de
reacción que ha sido de particular interés es el desplazamiento de hebras. La progra-
mabilidad, relativa simpleza y versatilidad de sus primitivas, ha permitido el desarrollo
de una variedad de dispositivos entre los que se cuentan: compuertas lógicas, mo-
tores, caminadores de ADN y artefactos de cerradura. En la presente investigación
estamos interesados en dos aplicaciones: mecanismos de razonamiento lógico y cir-
cuitos lógicos. Como objetivo primario se plantea el diseño de dispositivos capaces de
generar rutas de inferencia lógica que funcionen catalíticamente. En este contexto,
inspirados en uno de los principales enfoques del estado del arte en programación
lógica biomolecular, se introduce un esquema de codificación de hechos, reglas y con-
sultas. Con base en esta codificación, se implementan rutas de inferencia, realizando
procedimientos de encadenamiento hacia adelante y hacia atrás. Las reacciones que
hacen posible estos razonamientos proceden de manera catalítica, aprovechando el
mecanismo de desplazamiento de hebras con intercambio de puntos de apoyo. Esta
idea se basa en reacciones de repostaje, en donde una molécula desechable se inter-
cambia por una señal útil, preservando así su disponibilidad para reaccionar múltiples
veces. Para evaluar el comportamiento cinético de los diseños propuestos, se realizan
simulaciones deterministas y estocásticas de los modelos bioquímicos. Los resultados
muestran un desempeño superior en el esquema catalítico comparado con su contra-
parte no catalítica. Por otro lado, como objetivo secundario de este trabajo, se aborda
el asunto de la escalabilidad en la implementación de circuitos lógicos con compuertas
sube-baja. Para ello, se propone el uso de dos puntos de apoyo en dichas compuertas
para distinguir señales en estado alto (“1” lógico) de las señales en estado bajo (“0”
lógico), en la lógica de doble carril. Además de la ventaja inmediata de usar la mitad
de secuencias con esta modificación, se produce una segmentación en los circuitos
que disminuye las reacciones no productivas aproximadamente a la mitad. Como con-
secuencia, el desempeño cinético del esquema propuesto resulta más eficiente que el
original, aumentando además a medida que la complejidad de los circuitos se incre-
menta.

Palabras clave: Programación lógica, circuitos lógicos, desplazamiento de
hebras de ADN, reacciones catalíticas, escalabilidad
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Abstract of the thesis presented by Nelson Emmanuel Ordóñez Guillén as a partial
requirement to obtain the Doctor of Science degree in Computer Science.

Models for inference and logic circuits based on DNA strand displacement

Abstract approved by:

Dr. Israel Marck Martínez Pérez

Thesis Director

The high predictability and specificity of DNA Watson-Crick base pairing have enab-
led the advent of dynamic DNA nanotechnology. Within this research area, the DNA
strand displacement reaction mechanism has increasingly attracted the interest. The
programmability and relative simplicity along with the versatility of its primitives, ha-
ve allowed the development of a variety of devices, such as logic gates, motors, DNA
walkers, and lock mechanisms. In this research, we are interested in two applications:
the implementation of logic reasoning mechanisms and logic circuits. As a primary
objective, this work tackles the design of devices capable of generating catalytic infe-
rence paths. In this context, inspired by the main state-of-the-art work in biomolecular
logic programming, we introduce a novel codification scheme for facts, rules, and que-
ries. Based on this encoding, inference paths are implemented by following backward-
and forward-chaining procedures. The reactions that make these reasonings possible
proceed in a catalytic fashion, harnessing the toehold exchange strand displacement
mechanism. The key idea relies on fueling reactions, where disposable molecules are
interchanged with useful signals, preserving their availability to react multiple times.
To evaluate the kinetic behavior of the proposed designs, deterministic and stochas-
tic simulations of biochemical models were carried out. Results show the enhanced
performance of the catalytic scheme against its non-catalytic counterpart. On the ot-
her hand, as a secondary objective, this work addresses the issue of scalability in the
implementation of see-saw gates. To this end, we propose the use of two toeholds in
such gates, to encode high (“1”) signals separately from low (“0”) ones, within dual-
rail logic. In addition to the immediate advantage of reducing the required recognition
domain sequences by half, this modification produces a virtual segmentation in the
circuits, curtailing time-consuming unproductive reactions to roughly half. As a conse-
quence, the kinetic behavior of the modified scheme shows a more efficient perfor-
mance when compared with the original, and this improvement increases along with
the complexity of the circuits.

Keywords: Logic programming, logic circuits, DNA strand displacement, ca-
talytic reactions, scalability
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1

Capítulo 1. Introducción y estado del arte

El término cómputo es universalmente definido como la relación explícita entre un

conjunto de entradas con un conjunto de salidas. Al analizar esta definición, nos da-

mos cuenta que en la naturaleza se encuentran infinidad de procesos inherentemente

computacionales. Esta noción es la que da origen a un área de investigación llamada

cómputo natural (Nunes de Castro, 2007). Particularmente, considerando las inter-

acciones que ocurren a escala molecular, se puede considerar que ciertas reacciones

químicas asemejan procesos computacionales, al tomar como entrada moléculas reac-

tantes y generar moléculas producto como salida. Esta interesante idea, inicialmente

concebida por el célebre físico Richard Feynman, y planteada en su charla titulada

“There’s plenty of room at the bottom”(Feynman, 1960), dio origen a lo que más ade-

lante sería el campo de la nanotecnología.

Centrándonos en el área de la biología molecular, estas perspectivas visionarias se

remontan hasta John Von Neumann, quien interpretó el crecimiento y la reproducción

como tareas de procesamiento de información (von Neumann, 1966); o Alan Turing,

que estudió las bases químicas de la morfogénesis, vistas con un enfoque programáti-

co, en el crecimiento biológico (Turing, 1952). En efecto, los organismos vivos nos cons-

tituímos por células que llevan a cabo funciones que involucran el “procesamiento” de

moléculas. Las moléculas esenciales para la vida, i.e. ácidos nucleicos y proteínas, in-

teractúan entre sí y con otras, para generar los procesos que nos mantienen vivos. La

idea del cómputo biomolecular es entender estos procesos bioquímicos para aplicarlos

en el desarrollo de dispositivos capaces de realizar funciones de computadora.

1.1. Cómputo biomolecular: antecedentes y motivación

El cómputo biomolecular (o cómputo con ADN), es un área de investigación mul-

tidisciplinaria que se enfoca en el desarrollo de dispositivos, construidos a base de

concentraciones de biomoléculas, que emulen algún comportamiento computacional.

A partir del avance de Adleman (1994) que demostró la viabilidad experimental en el

uso de ADN para resolver problemas clásicos de cómputo, se generó un interés por

explorar técnicas de biotecnología como pasos de cómputo. En efecto, el resultado

obtenido por Adleman fue tanto prometedor como inspirador: una simple molécula
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de ADN podía almacenar una posible solución de un problema combinatorio y se po-

dían diseñar procedimientos de laboratorio con O(n) bio-operaciones para discriminar

soluciones inválidas.

Basados en esta idea, surgieron varios modelos cuyos esfuerzos estaban inicial-

mente dirigidos hacia el aprovechamiento de la alta densidad de información y parale-

lismo masivo como una nueva alternativa para enfrentar los problemas intratables por

medios convencionales de cómputo (Lipton, 1995; Ouyang et al., 1997). Sin embargo,

no transcurrió mucho tiempo para que investigaciones posteriores pusieran en eviden-

cia las principales limitantes del nuevo enfoque: complejidad espacial exponencial e

imprecisión de algunas operaciones de laboratorio. De esta manera, mientras no se

resuelvan estas cuestiones fundamentales, las computadoras moleculares no pueden

competir en tiempo y precisión, con las convencionales basadas en silicio.

Fue así que el enfoque y los objetivos del cómputo biomolecular cambiaron, apar-

tándose de la búsqueda de soluciones para problemas clásicos de cómputo y rediri-

giéndose a explotar la principal ventaja de las computadoras moleculares: la capaci-

dad de procesar moléculas como entrada y generar una salida en base a otras mo-

léculas. Con esta ventaja única, las disciplinas del cómputo biomolecular empezaron

a buscar formas de crear dispositivos simples basados en concentraciones de biomo-

léculas, capaces de reaccionar ante estímulos producidos en ambientes biológicos, y

que puedan ser interconectados de manera modular para el ensamblaje de sistemas

más complejos (Qian y Winfree, 2009; Siuti et al., 2013, 2014; Bonnet et al., 2013).

Dispositivos de tal naturaleza exhiben la posibilidad de aplicaciones prometedoras

en biomedicina y biotecnología, incluyendo el diagnóstico in vitro (Du y Dong, 2017;

Lai et al., 2014; Jung y Ellington, 2014; Smith et al., 2013) y, en última instancia, la in-

tegración in vivo de los dispositivos para la entrega de cargas moleculares (Amir et al.,

2014; Li et al., 2018). Con tales propósitos, un aspecto clave en el diseño de máquinas

biomoleculares consiste en mantener el completo proceso de cómputo funcionando de

manera autónoma (Benenson, 2012).

El desplazamiento de hebras de ADN es un mecanismo de reacción que procede

de manera autónoma. Al estar relacionado con la construcción de redes de reaccio-

nes químicas (CRN’s, por sus siglas en inglés) el modelo de desplazamiento de hebras
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proporciona un método universal de cómputo (Cook et al., 2009; Qian et al., 2011a).

La utilidad de este mecanismo como un método de procesamiento de información fue

primeramente demostrada por Yurke et al. (2000). En una reacción de desplazamien-

to de hebras típica, las hebras de ácidos nucleicos interactúan solamente en virtud

de sus secuencias, iniciando con la unión de segmentos cortos complementarios de-

nominados puntos de apoyo (toeholds1) y sin la necesidad de ningún otro reactivo

adicional como las enzimas. De manera general, el paradigma computacional se basa

en hebras señal que reaccionan con complejos conocidos de manera genérica como

compuertas, para liberar nuevas señales de salida que a su vez, repiten el proceso

produciendo cascadas de reacciones. Este mecanismo simple ha sido utilizado para

la construcción de compuertas lógicas (Seelig et al., 2006; Qian y Winfree, 2009), re-

des neuronales (Qian et al., 2011b; Cherry y Qian, 2018), mecanismos de cerradura

(Andersen et al., 2009), motores (Venkataraman et al., 2007; Omabegho et al., 2009)

e inferencia lógica (Rodríguez-Patón et al., 2010; Sainz de Murieta y Rodríguez-Patón,

2012; Rodríguez-Patón et al., 2014). Zhang y Seelig (2011) y, más recientemente, Guo

et al. (2017) han revisado el amplio rango de dispositivos que se han implementado

con este versátil mecanismo.

Una peculiaridad de los sistemas de desplazamiento de hebras es que pueden ser

diseñados para permitir la recuperación de las señales de entrada, una vez que ya

han reaccionado en sus respectivas compuertas. En otras palabras, una señal de en-

trada se puede comportar como un agente catalítico, liberando las señales de salida

en múltiples compuertas sin agotarse. Esto se logra usando el mismo mecanismo de

desplazamiento, solamente con la ayuda de moléculas desechables que serán inter-

cambiadas por las moléculas útiles en una base una por otra. Esta característica ha

jugado un rol importante en enfoques donde la amplificación o restauración de seña-

les son necesarias para mantener la abstracción digital (Qian y Winfree, 2011; Qian

et al., 2011b; Cherry y Qian, 2018) así como en aplicaciones donde es deseable una

discriminación precisa de ácidos nucleicos presentes de manera escasa, como es el

caso de los microARNs séricos (Shi et al., 2016; Graybill y Bailey, 2016).

La presente investigación aprovecha esta característica única para implementar,

hasta la fecha, el primer esquema catalítico de inferencia lógica. De manera relaciona-

1Por simpleza y facilidad de lectura se permitirá el uso de la expresión en inglés a lo largo del presente
documento manejándose los términos de manera indistinta
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da, se aborda también una idea para introducir una adaptación al esquema de circuitos

lógicos de Qian y Winfree (2009) y demostrar sus ventajas.

1.2. Justificación

Al integrar funciones biológicas para reproducir comportamientos computacionales,

la motivación en el diseño de dispositivos de cómputo biomolecular se puede dividir

en dos aspectos: computacional y biológico.

Por un lado, el objetivo del cómputo no convencional (i.e. no basado en silicio) re-

sulta interesante per se. La exploración de nuevos sustratos para desarrollar compu-

tadoras que, en un futuro, podrían competir con las tradicionales en ciertas funciones.

Un buen ejemplo de ello son los recientes avances que se han obtenido en almacena-

miento de datos en ADN (Song y Reif, 2019). En ese sentido, el sistema de inferencia

lógica introducido en la presente investigación, significa un pequeño paso en esa di-

rección, pues podría servir de base para que en un futuro, se implementen bases de

datos deductivas a una escala que permita su aplicación en problemas reales.

Por otro lado, las aplicaciones biomédicas y biotecnológicas — actuales y potencia-

les — que tienen los dispositivos biomoleculares, han sido ampliamente documenta-

das (Simmel, 2007; Kahan et al., 2008; Lu et al., 2013; Chen et al., 2015; Evans et al.,

2016). Hasta ahora, tales aplicaciones han considerado funciones computacionales re-

lativamente simples. Sin embargo, en un futuro podrían abordarse funciones lógicas

más complejas, por lo que contar con bloques de construcción escalables y confiables

resulta primordial. Así, la mejora que se propone para el estado del arte en circui-

tos lógicos, podría representar una buena diferencia, en aplicaciones que involucren

circuitos complejos.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Diseñar dispositivos computacionales que resuelvan esquemas de razonamiento

lógico, utilizando mecanismos biológicos existentes en la literatura. Los mecanismos
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seleccionados deberán ser autónomos para permitir que los dispositivos propuestos

operen de la misma manera.

1.3.2. Objetivos específicos

Estudiar el estado del arte en inferencia lógica biomolecular identificando los di-

ferentes problemas abordados, así como los mecanismos biológicos empleados,

haciendo énfasis en aquellos que permiten realizar cómputo de manera autóno-

ma.

Estudiar el estado del arte en implementaciones de circuitos lógicos biomolecu-

lares. Identificar nichos de investigación en los esquemas propuestos.

Diseñar dispositivos de inferencia que funcionen de manera autónoma y que ob-

tengan un desempeño correcto y eficiente.

Obtener evidencia del comportamiento cinético de los dispositivos propuestos, a

través de simulaciones que validen su viabilidad práctica.

1.4. Contribuciones

En vista de los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigación, consi-

deramos las siguientes contribuciones:

Un nuevo esquema de codificación de hechos, reglas y consultas para la imple-

mentación de programación lógica en ADN, con funcionamiento catalítico.

Un procedimiento simple para la búsqueda de secuencias apropiadas para las

estructuras de ADN en modelos propuestos y su validación termodinámica.

Una nueva representación molecular basada en motivo biológico (compuerta sube-

baja) predominante, hasta la fecha, en el área de circuitos lógicos moleculares.

La relevancia de este aporte está, en buena medida, ligada a la relevancia de la

compuerta que lo inspiró.
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1.5. Trabajo previo

1.5.1. Inferencia lógica biomolecular

El cómputo biomolecular dedicó sus esfuerzos con miras a desarrollar diferentes

enfoques de inferencia lógica casi desde sus inicios (con la innovación de Adleman

(1994)). Es así como los primeros trabajos se caracterizan por considerar enfoques no

autónomos con el objetivo de implementar una computadora molecular masivamente

paralela. Más adelante, se empezaron a buscar métodos autónomos que permitieran

la eventual aplicación de los diseños en tareas que así lo requieren, como lo es el

diagnóstico in vivo y el desarrollo de fármacos inteligentes.

1.5.1.1. Modelos no autónomos

Los primeros enfoques de inferencia lógica biomolecular consistieron en protocolos

que involucraban pasos de laboratorio (no autónomos), así como propuestas teóricas.

El primero de ellos, introdujo un modelo abstracto para codificar las estructuras bá-

sicas y el mecanismo de retroceso (backtracking) del lenguaje PROLOG (Mihalache,

1997). Los hechos de la forma general rel(obj1,obj2, · · · ,objn) se codificaban en tre-

chos de ADN con secuencias identificadoras para la relación y los objetos, separadas

por secuencias espaciadoras. El método de separación por hibridación se proponía pa-

ra detectar si un hecho particular estaba en la base de conocimiento. Las reglas con la

forma hecho← hecho1,hecho2, · · · ,hechom también se codificaban en hebras de ADN

con las secuencias de cada hecho (secuencias complementarias en las premisas). De

esta forma, los sectores premisa en las reglas hibridarían con los correspondientes

hechos, en caso de existir, para formar un segmento doble en el cuerpo de la regla.

Una enzima hipotética cortaría este segmento liberando la cabeza de la regla como un

nuevo hecho en el sistema. El modelo también consideraba la sustitución de variables

en una operación similar a los modelos de concatenación, usando secuencias especia-

les de reconocimiento para enzimas de restricción en las espaciadoras e introduciendo

los segmentos correspondientes a objetos dentro del espacio cortado (Figura 1).

Posteriormente, un diseño experimental para una máquina de inferencia que eje-

cutaba el algoritmo de encadenamiento hacia atrás fue propuesto por Mulawka et al.

(1998). Basados en la codificación del modelo de etiquetas (Roweis et al., 1998),
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Hecho1 Hecho2Hecho

Figura 1. Codificación de Mihalache (1997). Panel superior: codicación de reglas e hibridación con co-
rrespondientes hechos en el cuerpo de la regla. Cuando el segmento doble se forma, la enzima corta la
cabeza de la regla produciendo el nuevo hecho. Panel inferior: sustitución de variables por objetos. Méto-
do similar a los modelos de concatenación. Después del corte con enzimas de restricción las secuencias
de los objetos se introducirían produciendo diferentes instancias de la regla.

utilizaron hebras de ADN para representar reglas, hechos e hipótesis. Acorde a es-

ta codificación, hebras de memoria representaban las reglas que tenían la forma

P1∧ P2∧ · · ·∧ Pn → Q, mientras que hebras etiqueta formaban los hechos y las hipóte-

sis, complementarias a una premisa o conclusión en alguna regla. El encadenamiento

hacia atrás se implementaba haciendo coincidir la secuencia del sector conclusión de

una regla, con la primera premisa en otra, de manera que hibridaran, uniendo ambas

reglas. Una ruta de verdad que probaba cierta hipótesis dada, se producía cuando se

formaba una molécula doble completa y con extremos romos, a través de reacciones

de hibridación y posterior ligado. Estas moléculas eran detectadas en dos muestras,

agregando exonucleasas en una de ellas para digerir aquellas moléculas que no co-

rrespondían a rutas de verdad y visualizando los resultados por medio de electroforesis

(Figura 2).

Otro protocolo experimental relacionado para el encadenamiento hacia atrás fue

desarrollado poco después (Wasiewicz et al., 1999, 2000). La resolución también es-

taba basada en el encadenamiento de reglas, pero en este caso considerando reglas

simples de una sola premisa. Las reglas se codificaban con moléculas que contenían
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𝑅2: 𝑆𝐼 𝐾 𝑦 𝐵 𝐸𝑁𝑇𝑂𝑁𝐶𝐸𝑆 𝐿
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𝑀?

𝐶 𝐴 𝐾

𝐾∗ 𝐵∗
𝐿∗

𝐿 𝑀

Hebras de memoria Hebras etiqueta

𝑅1 𝑅3

Figura 2. Caso de prueba resuelto por Mulawka et al. (1998). Las tres reglas hibridaban con los hechos y
la hipótesis para formar una molécula doble completa que se amplificaba y detectaba por electroforesis
en gel.

un segmento doble al centro y dos extremos pegajosos con secuencias para codificar

el antecedente y consecuente. Una ruta de inferencia positiva se interpretaba cuando

las reglas adecuadas — por ejemplo, A → B y B → C — hibridaban una con otra para

generar la regla equivalente A→ C. Entonces, una molécula derivada de un plásmido

con la estructura de la regla C→ A se agregaba. Esta última regla se interpretaba co-

mo la consulta ¿C? (si era una consecuencia lógica del programa) dado el hecho A. Así,

al hibridar y ligar estas moléculas relevantes, se producía un plásmido que podía ser

amplificado y detectado por medios convencionales para indicar la inferencia positiva

(Figura 3).

El cómputo de cláusulas de Horn propuesto de forma teórica como un marco de

trabajo para el cómputo universal basado en ADN, se exploró en Kobayashi (1999).

Este marco estaba basado en la técnica de Whiplash PCR de Hagiya et al. (1999). Este

método bioquímico para la implementación de máquinas de estado en ADN, fue utili-

zado para derivar consecuencias lógicas de programas de Horn simples. Otro método

mejorado para el cómputo de cláusulas de Horn con moléculas de ADN se reportó

posteriormente en Uejima et al. (2002). Aquí, las derivaciones se realizaban a través

del auto ensamblaje de moléculas ramificadas para lógica proposicional. Las variables

se codificaban en cada una de las secuencias de extremos pegajosos. La hibridación

de estos extremos en cláusulas con literales complementarias producía una molécula

completamente hibridada, en caso de tener una inferencia positiva. El modelo fue ex-
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Caso experimental

𝐴 → 𝐵 → 𝐶 → 𝐴𝐴 → 𝐵 → 𝐷 → 𝐴

𝑅1: 𝐴 → 𝐵

𝑅2: 𝐵 → 𝐶

𝑅3: 𝐵 → 𝐷

𝐴

𝐵

𝐶

𝐵

𝐵

𝐷

Figura 3. El caso de prueba experimental abordado en Wasiewicz et al. (1999). Hibridando reglas sim-
ples por sus extremos pegajosos se formaba una ruta de inferencia. Agregando moléculas derivadas
de plásmidos denominadas fragmentos básicos de ADN (DBF, por sus siglas en inglés), se podía cerrar
una molécula circular que se interpretaba como inferencia positiva. Figura adaptada de Wasiewicz et al.
(1999).

tendido para abordar una clase restringida de programas de Horn en lógica de primer

orden mediante el uso de auto ensamblaje de cadenas-mosaico propuestos por Win-

free et al. (2001), requiriendo una cantidad constante de operaciones de laboratorio.

Lee et al. (2003) demostraron una prueba de concepto para el clásico problema

de prueba de teoremas dentro de la lógica proposicional. Ellos utilizaron moléculas

de ADN lineales (hebras), estructuras de horquilla (hairpins) y estructuras ramificadas

para las cláusulas de una, dos y más de dos literales, respectivamente. Dado que la

codificación incluía secuencias complementarias para una literal y su complemento,

los pasos de resolución se realizaban por medio de reacciones de hibridación. Imple-

mentando el método de resolución por refutación, el primer paso consistía en añadir el

complemento de la cláusula objetivo al tubo que contenía las moléculas del programa,

buscando por medio de pasos de resolución obtener la cláusula nula: una molécula

de ADN completamente hibridada y ligada. La detección por medio de amplificación y

electroforesis en gel indicaba si la cláusula objetivo era una consecuencia lógica del
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Figura 4. El esquema de codificación con moléculas lineales, horquillas y moléculas ramificadas para
aplicar resolución por refutación de Lee et al. (2003). Arriba, el diagrama de un ejemplo que incluye varias
cláusulas. A través de la hibridación de extremos pegajosos se busca la formación de la cláusula vacía,
es decir, una molécula cerrada que empieza y termina con la cláusula objetivo y su negación (encerrado
en el círculo rojo). Abajo, el caso simple que se implementó en laboratorio. Las cláusulas corresponden a
un programa simple que aplica una regla modus ponens. Figura adaptada de Lee et al. (2003).

programa (Figura 4).

Más recientemente, un enfoque automatizado de este esquema para demostración

de teoremas usando plataformas de microfluídos fue reportado (Lee et al., 2012). El

proceso de resolución por refutación fue implementado controlando el flujo de informa-

ción entre canales y cámaras a través de válvulas neumáticas. En la cámara principal

(en la que se realizaba el cómputo), todas las moléculas de ADN que codificaban las

diferentes cláusulas se mezclaban con enzimas de ligado. Posteriormente, un paso de

desplazamiento de hebras de ADN seguido de digestión con enzimas se realizaba en

otra cámara para detectar los resultados computacionales a través de fluorescencia

(Figura 5).
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Detección

Hibridación

Ligado

Hebra invasora

Desplazamiento de hebras

Digestión con 
exonucleasa

Detección

Figura 5. La prueba de concepto de prueba para resolución por refutación implementado de forma auto-
matizada en el trabajo de Lee et al. (2012). El paso principal del cómputo se basaba en la hibridación de
cláusulas con literales complementarias para formar una molécula doble (en caso de inferencia positiva).
Para el desplazamiento de hebras se incluía un punto de apoyo en la cláusula objetivo ¬A0 (marcada
en negro). La hebra liberada en el desplazamiento reaccionaba con la molécula sonda para producir
fluorescencia (solamente en caso de estar completa). Figura adaptada de Lee et al. (2012).

1.5.1.2. Modelos autónomos

La inferencia biomolecular autónoma fue primeramente abordada de manera teó-

rica por Yan et al. (2007) con un modelo que consideraba la hibridación de extremos

pegajosos y el corte con enzimas de restricción para realizar inferencia hacia adelante.

El núcleo operativo de la máquina de inferencia se basaba en una clase IIB de enzimas

de restricción (llamada PpiI). Todos los hechos y reglas de entrada de la base de co-

nocimientos se codificaban como moléculas dobles de ADN con extremos pegajosos.

Dentro del diseño, los hechos contenían la porción izquierda de la secuencia de recono-

cimiento de PpiI, mientras que las reglas mantenían la porción derecha. De esta forma,

cuando un hecho se unía a su correspondiente regla, el complejo resultante juntaba

ambas porciones permitiendo que la enzima actuara sobre él. El producto cortado, que

consistía en un nuevo hecho, podía entonces hibridar en una siguiente etapa, con otra

regla coincidente (Figura 6).

A la fecha, la única implementación de laboratorio de inferencia autónoma es la

de Ran et al. (2009), quienes presentaron un modelo para la resolución de programas

lógicos simples, adaptando un autómata de dos estados y dos símbolos (Benenson
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A)

B)

C)

D)

E)

Figura 6. El esquema de inferencia hacia adelante con enzimas de Yan et al. (2007). A) La proposición
Q hibrida con su extremo pegajoso a la regla Q∧ R → S. B) Al unirse los extremos, se forma el sitio de
reconocimiento para la enzima PPiI. C) El corte abre otro extremo pegajoso para la siguente proposición
R. D) Se repite el proceso de corte. E) Al final, se libera la nueva proposición S. Figura adaptada de Yan
et al. (2007).

et al., 2001). Su esquema de codificación incluía representación para las proposicio-

nes, implicaciones y consultas en moléculas cortas de ADN. Específicamente, una pro-

posición p se codificaba con una molécula doble de ADN con un extremo pegajoso de

4 nt, cuya secuencia identifica a la proposición. En el extremo opuesto del extremo

pegajoso tenía agregados un fluoróforo y su respectivo supresor para detección de

resultados. Correspondientemente, una consulta ¿p? se representa con una molécu-

la parcialmente doble con una secuencia de extremo pegajoso complementaria a p.

Dentro del segmento doble también se incluye un sitio de reconocimiento de la enzima

FokI. Así, cuando los extremos pegajosos se unen, la endonucleasa puede entrar en

acción, cortando la proposición p de una forma que no quedan suficientes pares de

bases para mantener unidas ambas hebras, por lo que la separación de la molécula

emisora de la supresora produce una respuesta positiva a la consulta.

Por otro lado, la molécula implicación q → p se representaba con una molécula

horquilla de ADN, con un extremo pegajoso con la secuencia de la proposición del con-

secuente p. La horquilla estaba dispuesta con la secuencia de una de las hebras de la

proposición del antecedente q. La reacción que liberaba esta hebra, se iniciaba con la
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Proposición 𝑅
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𝑅
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𝑄
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Consulta ¿ 𝑄?

Auxiliar

+

Consulta ¿ 𝑅?

Figura 7. Resolución de programas lógicos simples de Ran et al. (2009). A la izquierda, una consulta se
responde con su respectivo hecho. Ambas moléculas comparten extremos pegajosos complementarios
que al unirse, permiten que la enzima FokI se una al complejo y corte la molécula en los puntos indica-
dos. El segmento doble que contenía el fluoróforo y el supresor eventualmente se separaba, emitiendo
fluorescencia. A la derecha, el mecanismo de retroceso (backtracking) donde una consulta de entrada
genera una nueva consulta a partir de una implicación. La unión de extremos pegajosos y corte con
FokI procede de manera similar. El corte libera la horquilla de la molécula que así, puede hibridar con la
molécula auxiliar para formar una nueva consulta.

union de extremos pegajosos complementarios entre la consulta ¿p? y la implicación.

Una vez más, esta unión habilitaba a la enzima para producir el correspondiente corte,

liberando la hebra en la horquilla. Finalmente, esta hebra hibridaba con una auxiliar

(que era universal para todas las implicaciones) para formar una nueva consulta ¿q?

(ver Figura 7).

Otro modelo basado en corte con enzimas fue introducido más tarde en Rogows-

ki y Sosík (2014). Ellos diseñaron un esquema de codificación proposicional usando

el concepto de empalmes de ADN (DNA splicing), un paradigma biomolecular en el

que se concatenan segmentos dobles de ADN, resultantes después de cortarlos con

enzimas de restricción específicas. Moléculas especialmente diseñadas con sitios de

reconocimiento para la enzima BseXI y con extremos pegajosos de 4 nt representaban

proposiciones. Extremos pegajosos complementarios se usaban para proposiciones

negadas. El cómputo consistía en secuencias de reacciones de hibridación — catali-
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Implicación 𝑎 ∧ 𝑏 → 𝑐Proposición 𝑎

Terminal

Desperdicio Intermedio 1

Intermedio 1

Desperdicio

Terminal

Implicación 𝑏 → 𝑐

Proposición 𝑏 Implicación 𝑏 → 𝑐

Intermedio 2

Intermedio 2

Desperdicio

Proposición 𝑐

Figura 8. Secuencia de reacciones de concatenación en el modelo de Rogowski y Sosík (2014). Los pun-
tos de hibridación de los extremos pegajosos se marcan en líneas negras y los de corte con enzima BseXI,
en rojo. Los extremos pegajosos que codifican las diferentes variables se indican y aparecen resaltados
junto con el sitio de reconocimiento para BseXI. Figura adaptada de Rogowski y Sosík (2014).

zadas por ligasa — y corte. En la Figura 8 se muestra un ejemplo de la aplicación de

este modelo para la resolución con una regla doble ∧b→ c y las proposiciones  y b,

que produce la nueva proposición c. Primero, la proposición  se una a la implicación

∧ b → c por medio de los extremos pegajosos complementarios, se produce el cor-

te y la separación en una molécula no útil (desperdicio) y una molécula intermedio1.

Esta última se une a otra molécula constante especial denominada Terminal. La unión

genera un nuevo corte que produce otra molécula desperdicio junto con la implicación

b → c. A partir de ahí, se repite el procedimiento con la proposición b para, al final,

unirse el intermedio2 resultante con la molécula Terminal. Esta molécula final tiene la
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estructura de la nueva proposición c. El modelo también incluía implicaciones con dis-

yunción en la premisa y una reacción de inconsistencia (entre una literal positiva y su

negación) para aplicar resolución por refutación. La detección de resultados se basaba

en el tamaño de las moléculas resultantes, que se distinguía mediante electroforesis

en gel.

La inferencia lógica usando reacciones de desplazamiento de hebras se exploraron

por primera vez por Rodríguez-Patón et al. (2010) con un enfoque que implementa las

operaciones de inferencia modus ponens/tollens. Entre las principales diferencias que

surgieron con este modelo están que (1) no se necesitan enzimas, y (2) los valores ló-

gicos negados (“falso”) se codifican con las secuencias complementarias Watson-Crick

de las correspondientes proposiciones verdaderas. En particular, esta característica de

codificación dual tenía un importante rol en el sistema, permitiendo la cancelación de

errores, inferencia bidireccional y proposiciones negadas como salidas válidas.

Una versión mejorada de este modelo se presentó después en Sainz de Murieta y

Rodríguez-Patón (2012) con el propósito de diseñar dispositivos inteligentes en ADN

capaces de realizar diagnósticos genéticos in vitro. El esquema representaba impli-

caciones con premisas simples y en conjunción. Las proposiciones se formaban de

hebras simples con un par de toeholds concatenados. Las proposiciones negadas se

componían de dominios complementarios, de manera que P y ¬P hibridaban en una

molécula doble. En la Figura 9 se muestra esta codificación y la operación del modelo

para obtener R, con el programa lógico que incluye P∧Q → R, P y Q. Inicialmente, la

entrada P se unía a la implicación en el toehold expuesto ¬p2, seguido de la migración

de ramas que liberaba el toehold p1. Una molécula auxiliar podía entonces unirse al

toehold liberado para desplazar la hebra formando una molécula doble inerte (desper-

dicio). A su vez, este paso liberaba un nuevo toehold ¬q2 que permitía que la siguiente

entrada Q repitiera el proceso para, finalmente, terminar en una molécula parcialmen-

te doble que contenía un segmento simple con los toeholds r1 y r2. Este segmento,

que representaba la nueva proposición R, podía entonces reaccionar en cascada con

una nueva implicación o reaccionar con alguna molécula detectora para producir una

inferencia positiva.

El mismo grupo de trabajo presentó un modelo de cómputo en ADN basado en el

desplazamiento de hebras de cuatro vías que realiza deducciones lógicas en fórmulas
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Salida

Salida

Desperdicio

Desperdicio
Entrada

Entrada

Figura 9. Inferencia hacia adelante con desplazamiento de hebras de ADN propuesto en Sainz de Murieta
y Rodríguez-Patón (2012). El programa lógico incluye la regla P ∧ Q → R y las proposiciones P y Q. La
cascada de reacciones de desplazamiento produce al final una molécula que representa la proposición
inferida R. Figura adaptada de Sainz de Murieta y Rodríguez-Patón (2012).

booleanas en forma normal conjuntiva (Rodríguez-Patón et al., 2014). La codificación

de las cláusulas incluía una hebra cubrimiento con un extremo pegajoso expuesto para

cada literal, manteniendo las literales afirmadas ordenadas a partir del extremo 3’ de

la hebra base y las negadas hacia el extremo 5’ (ver Figura 10). Las literales afirma-

das y negadas tenían extremos pegajosos con secuencias complementarias. Así, dos

cláusulas con literales complementarias podían efectuar un paso de resolución que

producía una molécula resolvente. El proceso de resolución por refutación se genera-

ba agregando al sistema el complemento de la proposición objetivo. Si se formaba una

molécula doble con un peso (i.e. cantidad de nucléotidos) determinado a priori en el

modelo, se podía determinar que correspondía a una cláusula nula por medio de elec-

troforesis en gel. Como prueba de concepto para tal esquema, se propuso la solución
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teórica para el problema de satisfacibilidad (SAT).

Desperdicio

Figura 10. Un paso de resolución entre cláusulas del modelo propuesto por Rodríguez-Patón et al.
(2014). Las literales complementarias B y ¬B cuyas hebras cobertura eran complementarias, podían
hibridar por sus extremos pegajosos expuestos, produciendo una molécula desperdicio. Dado que las
secuencias en la hebra base también eran complementarias, las cláusulas terminaban unidas, represen-
tando una molécula resolvente (A∨C, en el ejemplo) . Figura adaptada de Rodríguez-Patón et al. (2014).

1.5.2. Circuitos lógicos basados en desplazamiento de hebras

Una de las aplicaciones de cómputo biomolecular más estudiadas consiste en la im-

plementación de circuitos lógicos biomoleculares. En efecto, con los objetivos futuros

de aplicar mecanismos de cómputo en el diagnóstico de enfermedades, las funciones

lógicas son probablemente el modelo de computación más adecuado. Esto es, muchos

objetivos pueden ser trazados en términos de funciones lógicas. Por ejemplo, un sis-

tema reportero capaz de producir GFP cuando la célula está en etapa de mitosis bajo

condiciones de estrés osmótico, nececita calcular la siguiente función lógica: GFP =

[marcador mitótico] AND [marcador de estrés osmótico] (Benenson, 2012).

Se han desarrollado circuitos lógicos biomoleculares utilizando varios mecanismos

biológicos, entre los principales: circuitos basados en redes de regulación genética
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(Bonnet et al., 2013; Siuti et al., 2013, 2014), circuitos basados en ribozimas y des-

oxirribozimas (Stojanovic y Stefanovic, 2003; Macdonald et al., 2006; Win y Smolke,

2008) y circuitos basados en desplazamiento de hebras (Seelig et al., 2006; Zhang

et al., 2007; Qian y Winfree, 2011). En el presente documento estamos interesados en

estos últimos, particularmente en la compuerta sube-baja de Qian y Winfree (2009).

1.5.2.1. Compuertas sube-baja.

La construcción de circuitos con el motivo sube-baja (del inglés see-saw), es uno de

los paradigmas más escalables y simples que ha mantenido el mayor interés dentro

del área del cómputo biomolecular. Este paradigma tiene cuatro componentes básicos

(ver ejemplos en Figura 11):

Una molécula cable (wire) que hace las veces de señal propagándose en casca-

das de reacciones entre diferentes compuertas. Tienen un formato uniforme que

consiste en un dominio de reconocimiento izquierdo, un toehold y un dominio de

reconocimiento derecho. Por ejemplo, la molécula 3′−S1TS2−5′ (abreviada como

1,2) es la entrada, mientras que 3′ − S1TS2 − 5′ (2,3) es la salida.

Una molécula combustible que tiene el mismo formato que las molécula cable,

con la diferencia que el único dominio relevante es el izquierdo. Los combusti-

bles intervienen en la amplificación de señales liberando muchas salidas de una

compuerta sube-baja con relativamente poca entrada (2,7, en el ejemplo).

Una molécula compuerta (gate) que consiste en un complejo formado por dos

hebras: una hebra base (sustrato) con el complemento de un dominio de reco-

nocimiento al centro (S∗
2

) y dos toeholds (T∗) en los extremos y una hebra señal

de salida que se mantiene unida a la base por su dominio de reconocimiento iz-

quierdo (S2) y su toehold (T). La notación abreviada para esta molécula es de la

forma G2:2,3, para indicar el dominio unido a la base (2:2) y el dominio libre (3)

de la molécula señal adjunta.

Una molécula umbral (threshold) compuesta por un sustrato que contiene un

toehold extendido con algunos nucleótidos del dominio de reconocimiento iz-

quierdo para alguna molécula señal. El dominio de reconocimiento derecho está
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inicialmente cubierto por una hebra que se considera desperdicio inerte una vez

liberada. En el ejemplo, la notación es T2,3:3 para indicar los dominios involucra-

dos en el subíndice, de manera similar a la compuerta.

Finalmente, el esquema incluye una molécula reportera con la estructura típica.

Contiene un toehold libre para iniciar la reacción y un dominio de reconocimien-

to correspondiente al dominio de reconocimiento derecho de alguna molécula

cable. La adición de un fluróforo junto con su supresor al final del dominio de

reconocimiento permite la detección visible de concentraciones finales de salida.

La notación en la figura de ejemplo (Rep4) indica en el subíndice el dominio de

reconocimiento.
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Figura 11. Las cuatro reacciones básicas del esquema sube-baja. Del panel superior al inferior: reacción
sube-baja, reacción de repostaje (sube-baja inversa con molécula combustible), reacción de umbraliza-
ción, reacción de reporte.

La disposición de estas cuatro moléculas permite la implementación de tres reaccio-

nes básicas dentro del esquema sube-baja. La primera es la reacción que da nombre
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a la compuerta (sube-baja), donde una hebra cable libre de entrada se une, a tra-

vés del toehold expuesto, a una compuerta coincidente e inicia un paso de migración

de ramas de 3 vías. Esta reacción de intercambio de toeholds produce la liberación

estequiométrica de la hebra cable de salida en la compuerta. El complejo resultante,

contiene ahora la hebra cable de entrada unida y el toehold izquierdo ha sido activado,

por lo que la señal de salida puede hibridar de nuevo y liberar la hebra de entrada (i.e.,

la reacción general es reversible). Este comportamiento es el que inspiró el nombre de

la reacción y el motivo principal del esquema. Es importante notar que la inclusión de

una molécula combustible, permite la realización de un ciclo catalítico, en el que la

señal unida es liberada permitiendo que pueda participar en otra reacción con alguna

compuerta nueva. Por otro lado, una reacción de umbralización se produce entre una

hebra señal y correspondiente umbral. Aquí, la molécula umbral “se come” la señal de

manera irreversible y a una tasa de reacción mucho mayor debido al toehold extendi-

do. Este proceso produce dos moléculas consideradas desperdicio inerte. Por último,

la reacción de reporte también se produce de manera irreversible con una señal y una

reportera, pero en este caso a una tasa mucho menor que la umbralización.

Con estas reacciones, el diseño de circuitos lógicos se fundamenta en la abstrac-

ción de una neurona simple de McCulloch-Pitts (McCulloch y Pitts, 1943). La señal de

activación en tales neuronas, se calcula a partir de la suma de las señales de entrada

y la comparación contra un valor de umbral, de manera que si la suma es mayor que

el umbral, la neurona se activa. Los niveles lógicos de las señales, corresponden a

niveles de concentraciones, de manera que, al igual que en los circuitos electrónicos,

se definen umbrales para estas concentraciones. Ellos definen el “0” lógico para un

valor menor o igual al 10% y el “1” lógico para un valor mayor o igual al 90% de una

concentración base dada . Las reacciones de umbralización y amplificación resultan

fundamentales para lograr esta abstracción digital.

La Figura 12 muestra el esquema de reacciones para implementar las funciones

lógicas AND y OR. Para una compuerta de dos entradas, se consideran dos hebras ca-

ble de entrada con los mismos dominios de reconocimiento en la parte derecha (1,5

y 3,5, en el ejemplo). Las concentraciones de estas moléculas cable, son sumadas

en una primera reacción con una compuerta sube-baja que comparte el dominio de

reconocimiento. La concentración de la molécula cable salida de esta reacción, se di-
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Figura 12. Implementación de funciones AND-OR en el esquema sube-baja. En la parte superior se
describe la secuencia de reacciones: suma de las entradas, umbralización y amplificación. El esquema
de reacciones es idéntico para ambas funciones lógicas, lo que cambia es la concentración de la molécula
umbral. En la parte central se muestra el diagrama abstracto que corresponde a las reacciones del panel
superior. Los dominios involucrados aparecen en color negro, las concentraciones relativas en rojo. El
nodo de la izquierda representa la operación de suma y el de la derecha las operaciones de umbralización
y amplificación. En la parte inferior se muestran los diagramas genéricos para realizar compuertas con
múltiple entrada (fan-in) y múltiples salidas (fan-out). La compuerta integradora realiza la suma de las
concentraciones de las entradas, mientras que la amplificadora genera varias salidas a partir de una
misma entrada, si esta rebasa la concentración de una molécula umbral. Observe que el diagrama central
corresponde a una integradora de dos entradas, conectada a una amplificadora de una salida.

vide entonces en reacciones de umbralización y amplificación, donde la mayor parte

se consume en la primera, debido a su mayor tasa de reacción (los autores consideran

un factor de duplicación de 20 veces). Por ello, se considera que la reacción de um-

bralización se realiza primero, restando efectivamente la concentración de salida. El

resto de esta concentración pasa por una compuerta con suficiente combustible para

ser amplificada (restauración de señal).

Para una concentración de la molécula umbral de 0.6, el funcionamiento corres-

ponde a una compuerta OR (la única suma que no rebasa el umbral es 0.1+0.1 que

representa la entrada 1 = 0;2 = 0). Para el caso de la compuerta AND, la concentra-
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ción de la molécula umbral debe ser de 1.2 (la única suma que rebasa el umbral es

0.9 + 0.9 que representa la entrada 1 = 1;2 = 1). El esquema considera concen-

traciones adecuadas para las demás moléculas de la compuerta lógica (combustible,

sube-baja sumadora, sube-baja amplificadora) de manera que se puedan implementar

compuertas de múltiples entradas (fan-in) y múltiples salidas (fan-out). Este modelo

de implementación de circuitos lógicos permite la realización de cómputo universal

con compuertas AND-OR-NOT, utilizando la representación de doble carril, como se

revisará en el Capítulo 5
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Capítulo 2. Marco teórico

En esta sección se revisan algunos conceptos y nociones generales que son utiliza-

dos en el desarrollo del presente documento.

2.1. Biomoléculas

Como su nombre lo indica, el cómputo biomolecular se basa en arreglos y con-

centraciones de biomoléculas para que reaccionen de manera programada. Las prin-

cipales biomoléculas son las tres conocidas macromoléculas de la célula (Waterman,

1995): ADN, ARN y proteínas.

2.1.1. ADN

El ADN o ácido desoxirribonucleico, cuya estructura química se conoce desde hace

más de seis décadas (Watson y Crick, 1953), es el agente que almacena y codifica la in-

formación necesaria para la construcción de las células y, por ende, de los organismos

vivos. Puede encontrarse en forma de hebras simples (single-stranded DNA, abreviado

ssDNA) o formando complejos dobles (double-stranded DNA, abreviado dsDNA). Una

hebra simple de ADN es un polímero formado de una secuencia de cuatro monóme-

ros llamados bases o nucléotidos (nt) encadenadas juntas en una columna vertebral

orientada, como si fueran cuentas unidas a un collar (Figura 13). Estas bases están

conformadas por un grupo fosfato, una pentosa (desoxirribosa) y una base nitrogena-

da. Existen cuatro tipos de bases nitrogenadas que se clasifican en dos grupos: en el

grupo purinas están la Adenina y la Guanina, mientras que al grupo pirimidinas perte-

necen la Citosina y la Timina. Para abreviar las secuencias, se utilizan las iniciales de

cada base (A, G, C, T). El grupo fosfato y el azúcar de las bases forma una columna

vertebral que las une formando enlaces covalentes del grupo fosfato de una base al

grupo hidroxilo de la siguiente. Estos enlaces se conocen como enlaces fosfodiéster y

son los que le dan la orientación a la columna vertebral que encadena las bases en las

hebras, que inician en un grupo 5’- fosfato y terminan en un grupo 3’-hidroxilo. Esta di-

reccionalidad normalmente se representa esquemáticamente dibujando las hebras de

ADN como flechas, donde la punta indica el extremo 3’. Comúnmente, en la literatura

se hace referencia a una secuencia corta de ADN como oligonucleótido (o simplemente
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oligo). La estructura química de las bases permite la formación eficiente de enlaces de

hidrógeno entre dos pares de bases. Así, A se une con un enlace doble de hidrógeno a

T, mientras que G se une mediante un enlace triple de hidrógeno a C. Esta propiedad

de unión entre pares de bases se conoce como complementariedad de Watson-Crick.

Dos hebras simples de ADN con orientación opuesta y con bases complementarias en

cada una de sus posiciones (llamadas hebras antiparalelas) se pueden unir para formar

una hebra doble de ADN, en un proceso conocido como hibridación. Este proceso tam-

bién aplica en fragmentos antiparalelos de dos hebras o incluso, dentro de una misma

hebra. El proceso de hibridación de hebras simples de ADN en complejos de doble he-

bra ha sido ampliamente estudiada y termodinámicamente caracterizada (SantaLucia,

1998; SantaLucia y Hicks, 2004; Zhang et al., 2018), permitiendo que la predictibilidad

de este comportamiento sea el fundamento físico de la computación basada en ADN.

El proceso opuesto de separación, se conoce como desnaturalización. Estos simples

procesos son la base para la realización de otros procesos más intrincados.

El ADN no solamente se presenta de forma lineal. Los plásmidos son moléculas de

ADN circular extra-cromosómico que se replican y transcriben de forma independiente.

Normalmente, se presentan en bacterias y en organismos eucariotas simples como

las levaduras. Las moléculas de ADN plasmídico también adoptan una conformación

de doble hélice, pero a diferencia del ADN cromosomal, éstas no tienen proteínas

asociadas. Los plásmidos tienen un amplio uso en los modelos de cómputo con ADN,

especialmente en los sistemas recombinantes.

5’ 3’

5’3’
G A CT G GA A AC CT T T T

G GA C TT CC T A A A T GA

Figura 13. La estructura de la molécula de ADN y la formación de pares Watson-Crick.
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2.1.2. ARN

El ácido ribonucleico o ARN es una molécula muy similar al ADN. De hecho, ambas

sólo difieren en tres aspectos principales: los nucleótidos en el ARN contienen el azúcar

ribosa, mientras que el ADN contiene desoxirribosa; en el ARN la base Uracilo sustituye

a la base Timina del ADN; el ARN usualmente consiste en hebras simples mientras que

el ADN se presenta generalmente en hebras dobles. Los principios de complementarie-

dad de Watson-Crick se mantienen en el ARN, uniéndose la base Uracilo a la Adenina

en este caso.

2.1.3. Enzimas

Las proteínas son polímeros lineales formados por unidades fundamentales llama-

das aminoácidos. Existe un total de 20 tipos de aminoácidos que forman parte de las

proteínas. La unión entre aminoácidos se da a través de uniones covalentes llamadas

enlaces peptídicos. Una característica importante de las proteínas es la estructura tri-

dimensional que adoptan, la cual está determinada por la secuencia de aminoácidos

que las conforman. Las proteínas pueden unirse a otras moléculas a través de sus si-

tios de unión, los cuales son áreas superficiales que embonan con las superficies de

las demás moléculas con una alta especificidad. Con esta característica, las proteínas

pueden formar complejas estructuras supramoleculares que se encargan de catalizar

reacciones químicas, que llevan a cabo los planes codificados en el material genético

de la célula.

Las enzimas son proteínas que fungen como catalizadores en las reacciones quími-

cas y como decodificadores de la información contenida en el ADN. Estas se utilizan en

el cómputo biomolecular para poder acceder a fragmentos dentro del ADN, realizando

una diversidad de funciones que afectan los enlaces fosfodiéster en la columna ver-

tebral. Las más comunes son las endonucleasas, ligasas, exonucleasas, recombinasas

y las polimerasas. Las endonucleasas, más comunmente conocidas como enzimas de

restricción, reconocen ciertas regiones en el ADN y cortan la secuencia de nucleótidos

para formar subconjuntos de secuencias. Estas enzimas reconocen una subsecuencia

corta específica dentro de la hebra, llamada sitio de restricción, y corta los enlacen

covalentes entre nucleótidos adyacentes. La ligasa crea enlaces covalentes entre los
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extremos 3’ de un nucleótido y 5’ de otro, catalizando las reacciones de unión en ex-

tremos pegajosos complementarios (ver Figura 14). Las exonucleasas hidrolizan los

enlaces fosfodiéster de los extremos 5’ o 3’ tanto de hebras simples como dobles y

remueven los residuos uno a la vez. Las recombinasas son enzimas especiales que

reconocen sitios dentro del ADN, cortan fragmentos entre estos sitios e introducen

nuevos fragmentos. La operación realizada por estas enzimas es equivalente a la rea-

lizada por las endonucleasas utilizadas en conjunto con las ligasas. La polimerasa es

una enzima que transcribe o replica ácidos nucleicos. Se utiliza principalmente para

la replicación de ADN en el procedimiento de reacción en cadena de la polimerasa

(Figura 15).

Figura 14. Efectos de las enzimas de restricción y ligasas sobre complejos dobles de ADN. Dos de estas
endonucleasas hipotéticas reconocen diferentes sitios de restricción (no mostrados) y cortan la dsADN
dejando extremos escalonados (pegajosos) o lisos. La ADN ligasa realiza la operación opuesta uniendo
los extremos pegajosos cortados después de volver a hibridar.

2.2. Otras operaciones sobre ADN

Algunos modelos de cómputo biomolecular, particularmente los no autónomos,

aplican alguna operación sobre conjuntos de hebras de ADN. Además de las reaccio-

nes enzimáticas arriba descritas, son comunes las operaciones de amplificación con

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Figura 15), la

electroforesis en gel (Figura 16) y la purificación por afinidad (Figura 17).
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Figura 15. Un ciclo de PCR. Se aplica calor para separar la plantilla en hebras simples. Se enfría la
solución para que los iniciadores primers hibriden en la región complementaria de la plantilla de ADN.
A partir de esta unión, y teniendo libres los extremos 3’ de los iniciadores, la ADN polimerasa puede
extenderlos agregando nucleótidos en la dirección 5’ a 3’ hasta que cada hebra forme un complejo
doble. El proceso se repite duplicando la cantidad de hebras en cada iteración.

Figura 16. Electroforesis en gel. Para distinguir entre diferentes tamaños de moléculas de ADN, se
colocan muestras en gel en diferentes carriles. Entonces, se aplica un campo eléctrico que mueve las
moléculas de ADN a través del gel, debido a su carga eléctrica. La fuerza uniforme del campo eléctrico
mueve las moléculas de menor tamaño más rápido, quedando separadas las muestras en bandas.
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Figura 17. Proceso de purificación por afinidad. Para extraer (separar) las hebras que contienen la sub-
secuencia 5’- TGA - 3’ se agregan las hebras a una solución que contiene sondas adheridas a un soporte
sólido. Estas sondas corresponden a la subsecuencia 3’- ACT - 5’ complementaria. Las hebras que con-
tienen la subsecuencia deseada hibridan con las sondas. Se lava el contenido removiendo de la mezcla
aquellas hebras que no contienen la subsecuencia deseada. En la práctica, se requieren subsecuencias
más largas para que el proceso funcione.

2.3. Termodinámica del ADN

El aspecto termodinámico de los procesos fisico-químicos tiene que ver en cómo

estos se ven afectados a partir de cambios energéticos (Ignatova et al., 2008). En este

documento estamos interesados en el proceso de hibidación de ADN. En este senti-

do, un concepto importante en la termodinámica del ADN es la temperatura de fusión

(melting) Tm, la cual es la temperatura en la que la mitad de las hebras en solución

están hibridadas. Otros conceptos termodinámicos de amplio uso son la energía libre

de Gibbs (ΔG◦), que describe el potencial de una reacción de ocurrir de manera es-

pontánea; la entalpía (ΔH◦), que proporciona la cantidad de calor liberado o absorbido

por el sistema y la entropía (ΔS◦) que da una medida el desorden o la aleatoriedad del

sistema. Estas medidas, junto con la temperatura T del sistema, están relacionadas en

la conocida fórmula

ΔG◦ = ΔH◦ − TΔS◦. (1)

En efecto, el proceso de hibridación de hebras de ADN sencillas para la formación

de dúplex está estrechamente ligado a la temperatura del medio. Los modelos de

predicción de la llamada estructura secundaria de ADN — a saber, el emparejamiento

de las bases — se basan en las interacciones entre pares de vecinos. El modelo del

vecino más cercano de SantaLucia y Hicks (2004), ofrece una forma de calcular la

estabilidad relativa de las moléculas de ADN en dúplex. Para los diez posibles pares
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de vecinos más cercanos, este modelo contiene tabulados valores de energía libre de

Gibbs, entropia y entalpía (Tabla 1).

Tabla 1. Parámetros tabulados del modelo del vecino más cercano de SantaLucia y Hicks (2004). Cal-
culados usando un búfer con 1 M de NaCl a 37◦ C. La corrección de simetría se aplica solo a dúplex
autocomplementarios. La penalización por terminación en AT aplica cuando un dúplex termina en tal
par. Las unidades para ΔG◦ y ΔH◦ están dadas en kcal/mol, mientras que para ΔS◦ son cal/K por mol de
interacción.

Interacción ΔH◦ ΔS◦ ΔG◦

AA/TT −7.6 −21.3 −1.00
AT/TA −7.2 −20.4 −0.88
TA/AT −7.2 −21.3 −0.58
CA/GT −8.5 −22.7 −1.45
GT/CA −8.4 −22.4 −1.44
CT/GA −7.8 −21.0 −1.28
GA/CT −8.2 −22.2 −1.30
CG/GC −10.6 −27.2 −2.17
GC/CG −9.8 −24.4 −2.24
GG/CC −8.0 −19.9 −1.84
Iniciación +0.2 −5.7 +1.96
Penalización terminación AT +2.2 +6.9 +0.05
Corrección de simetría 0.0 −1.4 +0.43

A partir de la Tabla 1, se puede calcular la energía libre de Gibbs de un dúplex.

Por ejemplo, considerando el dúplex de la secuencia  = 5′ − CGTTGA − 3′ con su

complemento ∗ = 3′ − GCAACT − 5′, ΔG◦ (a 37◦) está dada por:

ΔG◦() = Δg + Δgs + Δgt + ΔG◦(pares), (2)

donde Δg es la energía de iniciación de la hélice (+1.96), Δgs es la corrección por

simetría (0.0), Δgt es la penalización por terminación en AT (+0.05) y ΔG◦(pares) es

la suma de las ΔG◦ para los pares CG/GC, GT/CA, TT/AA, TG/AC, y GA/CT. Sustituyendo

todos los valores se obtiene ΔG◦() = −5.35 kcal/mol.

2.4. Cinética de la hibridación de ADN

La cinética de la hibridación de ADN describe la reacción química reversible de la

hibridación entre dos hebras complementarias de ADN para formar un complejo do-

ble. El emparejamiento de oligonucleótidos simples de ADN se describe de manera
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esquemática en la Figura 18. En la reacción de hibridación, los oligonucleótidos com-

plementarios S y S∗ que tienen las secuencias  y ∗ se combinan para formar el

dúplex D. Las constantes de reacción hacia delante y hacia atrás son khyb y kDs, res-

pectivamente. Cuando la reacción alcanza el equilibrio, las constantes son las mismas,

de forma que las concentraciones ya no cambian en el tiempo.

𝑘𝑓

𝑘𝑟

Figura 18. Hibridación y disociación de ADN.

La constante de reacción hacia adelante depende de la longitud del ADN, la se-

cuencia y la concentración de sales:

kƒ =
k′
N

p

Ls

N
, (3)

donde Ls es la longitud de la hebra más corta que participa en la formación del

dúplex; N es el número total de pares de bases presentes; y K ′
n

es la constante de

nucleación, estimada en (4.35 log10[N+] + 3.5) para 0.2 ≤ [N+] ≤ 4.0 mol/l. La

constante hacia atrás kr es muy sensible a la longitud y secuencia del ADN:

kr = kƒeΔG
◦/RT , (4)

donde R es la constante de los gases y T es la temperatura de incubación. La hibrida-

ción in vitro normalmente se lleva a cabo a temperatura T = Tm − 298.15 K, donde Tm

es la temperatura de fusión.

2.5. Desplazamiento de hebras de ADN

Como en la mayoría de los modelos de cómputo biomolecular, en la técnica de des-

plazamiento de hebras se hace la abstracción de dominios lógicos. Esto es, las hebras

de ADN se dividen en segmentos que se etiquetan para identificar unívocamente enti-
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dades de información (variables o señales). Se utilizan dominios largos (de 15 a 25 nt)

como variables de reconocimiento; mientras que dominios cortos llamados puntos de

apoyo (toeholds) que usualmente tienen de 4 a 8 nt de longitud, fungen como iniciado-

res de reacciones. Por convención, se usan letras mayúsculas para denotar dominios

largos, minúsculas para toeholds y un dominio D∗ expresa el dominio con secuencia

complementaria a D.
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∗

𝑡2

𝑡2
∗𝐷3
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𝐷1 𝐷3
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Entrada (catalizadora)

Compuerta

Salida

Combustible

Desperdicio

Figura 19. Ejemplificación del mecanismo de intercambio de toeholds. La hebra invasora (catalizadora)
se une al complejo compuerta a través de los toeholds complementarios t1. Enseguida, tanto la invasora
como la adjunta se involucran en la reacción competitiva de manera similar al juego “jalar la cuerda”
donde el punto de migración va y viene. La hebra invasora toma todos los pares de bases del dominio
de migración, liberando la primera hebra (salida). La débil hibridación de la hebra desperdicio a través
del toehold t2 origina su desprendimiento de la hebra sustrato. La molécula combustible puede entonces
unirse al toehold recién expuesto disparando un proceso de migración de ramas en reversa que finalmen-
te libera la hebra catalizadora. Estos ciclos catalíticos continúan hasta que las moléculas combustible se
agoten en las reacciones.

En una reacción de desplazamiento de hebras de ADN (DSD, por sus siglas en in-

glés), una hebra invasora remueve gradualmente a otra que estaba previamente ad-

junta a una hebra sustrato, uniéndose en su lugar con esta última. El proceso inicia con



32

la co-localización (i.e., colisión) de ambas moléculas y la subsecuente unión a través

de sus toeholds complementarios. Una vez hibridados completamente los toeholds,

se inicia un proceso llamado migración de ramas de 3 vías. Este paso, similar a una

caminata aleatoria, es el fundamental de la reacción de desplazamiento. Consiste en

el avance (y retroceso) del punto de hibridación en el que la hebra invasora “le gana”

una base a la previamente adjunta (o esta “lo recupera”). Al final, el desplazamiento

de la hebra adjunta es impulsado por la ganancia en energía obtenida con el even-

to de nucleación (toeholds). Un punto crucial en estas reacciones es que la cinética

resultante de la reacción general se puede controlar hasta por un factor de 106, con

diferentes variantes de longitud y composición de los toeholds involucrados (Zhang y

Winfree, 2009). En general, mientras más largos sean estos toeholds, mayor será la

rapidez cinética, limitado a las condiciones de saturación dadas por toeholds de más

de 7 nt. En una variante de reacción DSD conocida como reacción de intercambio de

toeholds (Figura 19), el dominio de migración de ramas se extiende unos cuantos nu-

cleótidos solamente para el complejo adjunta-sustrato, en el otro extremo del toehold

inicial. Como consecuencia, la hebra adjunta no se libera inmediatamente al final de

la migración de ramas, sino que tiene que disociarse del sustrato, revelando un nuevo

toehold en el otro extremo y volviendo efectivamente la reacción reversible. El ciclo se

completa con una hebra extra denominada combustible que reconoce el toehold ac-

tivado, actuando como una nueva hebra invasora en sentido inverso. Esta función de

intercambio de toeholds ha sido también caracterizada y modelada como un proceso

de tres pasos (Zhang y Winfree, 2009), y dicho conocimiento se ha aplicado exito-

samente en el diseño de redes de reacciones catalíticas en las que las moléculas de

entrada no son consumidas, permitiéndoles participar en múltiples reacciones.

2.6. Inferencia lógica

La tarea de la lógica consiste en clasificar argumentos como válidos o inválidos

(Hurley, 2000). Un argumento es un razonamiento que se compone de una colección

de premisas y una conclusión. Se dice que un argumento es válido si la conclusión se

deriva lógicamente de las premisas. Por ejemplo, el siguiente silogismo — conocido

universalmente — es un razonamiento válido:
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(I) Todos los hombres son mortales.

(II) Sócrates es un hombre.

(III) Por lo tanto, Sócrates es mortal.

Las sentencias (I) y (II) corresponden a las premisas mientras que (III) es la conclu-

sión. El proceso de derivación de la conclusión a partir de las premisas se conoce como

inferencia lógica. En términos formales, el problema de la inferencia lógica se puede

describir de manera general de la siguiente forma. Dadas una base de conocimientos

(BC) compuesta de una colección de premisas P1, P2, · · · , Pn y una consulta Q; se debe

demostrar que Q es una consecuencia lógica de la BC. En otras palabras, probar que

Q es VERDADERA en cada caso que TODAS las premisas también lo son.

En la lógica más simple, denominada de orden cero o proposicional, las premisas se

forman con un conjunto de proposiciones simples, las cuales son sentencias que pue-

den tomar valores de verdad (verdadero o falso). Estas proposiciones se pueden unir

a través de conectivos lógicos para formar proposiones compuestas, que se pueden

definir inductivamente de la siguiente forma. Si p y q son dos proposiciones simples o

compuestas cualquiera:

¬p denota la la negación de p.

p∧q denota la la conjunción, que será verdadera cuando ambas proposiciones lo

sean.

p∨ q denota la disyunción, que será verdadera cuando alguna de las dos propo-

siciones lo sea.

p → q denota la implicación, que será verdadera cuando p sea falsa o q sea

verdadera (ver Tabla 2).

p↔ q denota la doble implicación, que será verdadera cuando ambas proposi-

ciones tengan el mismo valor de verdad (ver Tabla 3).

La lógica proposicional tiene una ontología limitada para la representación y re-

solución de problemas, pues interpreta cualquier universo de discurso solamente en
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Tabla 2. Tabla de verdad para la implicación lógica.

p q p→ q
F F V
F V V
V F F
V V V

Tabla 3. Tabla de verdad para la doble implicación lógica.

p q p↔ q
F F V
F V F
V F F
V V V

términos de hechos (Russell y Norvig, 2009). Esto la vuelve inadecuada incluso para

casos tan simples como el ejemplo revisado anteriormente. En cuanto a poder expre-

sivo se refiere, el siguiente nivel es la lógica de primer orden (también llamada cálculo

de predicados). El poder expresivo superior de la lógica de primer orden, se obtiene a

través de la representación del universo como un conjunto de objetos con sus pro-

piedades, relaciones y funciones. Las premisas son expresiones que se construyen

así con diferentes conjuntos de símbolos entre los que se incluyen (Lloyd, 1984): (1)

constantes, para expresar objetos fijos; (2) variables, para referirse a cualquier objeto;

(3) relaciones (o predicados); (4) funciones; (5) conectivos lógicos (¬,∧,∨,→,↔); (6)

cuantificadores, universal (∀) y existencial (∃); y (7) símbolos de puntuación.

La programación lógica es un paradigma de cómputo — orientado principalmente

a la lógica de primer orden — donde la base de conocimientos se expresa en forma de

hechos y reglas (Sterling y Shapiro, 1994). Los hechos son predicados que expresan

relaciones entre — o propiedades de — los objetos. Tienen la forma general Predi-

cado(obj1,obj2, · · · ,objk), donde k representa la aridad del predicado. Por ejemplo, el

predicado unario1 Filósofo(Sócrates) establece que el objeto “Sócrates” pertenece a

la clase Filósofo; o el predicado binario Maestro(Sócrates, Platón) establece una rela-

ción “Maestro de” entre los objetos “Sócrates” y “Platón”. Las reglas, por su parte, son

implicaciones que expresan conocimiento sobre ciertos hechos, de manera que nue-

vos hechos pueden ser obtenidos a partir de hechos dados. Considerando una base

de conocimientos como el medio para almacenar información acerca de objetos (es

1Los predicados unarios pueden verse más como propiedades o clases de los objetos, en lugar de
relaciones
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decir, lo que sabemos acerca de ellos), es intuitivo el realizar ciertas consultas den-

tro de este dominio de discurso. A través de una consulta como ¿Griego(Platón)?, por

ejemplo, podemos saber si Platón pertenece a la clase Griego. Adicionalmente, el len-

guaje de primer orden incluye el uso de — objetos — variables, con el propósito de

hacer preguntas generales. Por ejemplo, las consultas ¿Griego(X)? y ¿Hermanos(X, Y)?

se interpretan como las preguntas ¿“Quién es Griego?” y “¿Quiénes son Hermanos?”,

respectivamente.

2.6.1. Procedimientos de inferencia

Para bases de conocimiento en forma de hechos y reglas, existen principalmente

dos estrategias para el proceso de inferencia:

Encadenamiento hacia atrás (también llamada inferencia en retroceso o de arriba

hacia abajo). Aquí, se parte de una consulta de la que se van obteniendo nuevas

consultas, hasta que una de ellas se responde con su hecho respectivo (inferen-

cia positiva) o hasta que ya no se puedan obtener nuevas consultas (inferencia

negativa).

Encadenamiento hacia adelante (también conocido como inferencia de abajo ha-

cia arriba). En este proceso, se parte de hechos iniciales para ir generando nuevos

hechos. El proceso termina con una inferencia positiva cuando se produce el he-

cho que responde la consulta, o con inferencia negativa cuando ningún hecho

corresponde a esta consulta.

La Figura 20 muestra dichos procesos para una BC en forma proposicional. Cada

uno de ellos se puede descomponer en dos operaciones básicas:

Para ambos procesos aplica la operación consulta-proposición, cuando una

consulta se puede responder con su hecho correspondiente. Esto produce una

inferencia positiva que puede ser parcial (para una ruta de inferencia) o total (pa-

ra el programa lógico). Por ejemplo, una consulta ¿q? se puede resolver con la

proposición q.

Encadenamiento hacia atrás se basa en la operación consulta-implicación en

la que una consulta se aplica sobre reglas coincidentes (aquellas que comparten
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la misma proposición en la parte de la conclusión). Esto produce las premisas de

cada regla como nuevas consultas. Por ejemplo, una consulta q sobre las reglas

p→ q y r ∧ s→ q, arrojaría las nuevas consultas p? y (r ∧ s)?, respectivamente.

Encadenamiento hacia adelante se basa en la operación proposición-implicación

que se lleva a cabo cuando las proposiciones se aplican sobre reglas con premisas

coincidentes para derivar consecuencias lógicas en forma de nuevos hechos. Por

ejemplo, en una BC con hechos r y s, se pueden disparar las reglas r → q, s→ p,

y r ∧ s→ n, generando los nuevos hechos q, p, y n, respectivamente.

Figura 20. Procedimientos de inferencia. A) Ejemplo de base de conocimientos en lógica proposicional.
B) Proceso de encadenamiento hacia atrás (inferencia arriba-hacia-abajo). C) Proceso de encadenamiento
hacia adelante (inferencia abajo-hacia-arriba).

2.7. Herramientas de simulación

Los resultados obtenidos en el presente documento fueron obtenidos de algunas

herramientas de simulación termodinámica y cinética química. La simulación termodi-

námica se enfoca en la estructura secundaria de los complejos (es decir, la formación

de pares de bases) involucrados en un esquema y las diferentes energías que un

complejo particular adopta al variar las secuencias de sus hebras constituyentes, de
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acuerdo a un modelo de energía definido. Por su parte, la simulación cinética tiene que

ver con la enumeración de las diferentes reacciones posibles que un sistema puede

producir y con los parámetros cinéticos para la evolución en el tiempo de los diferen-

tes reactivos y productos. Las principales características de las herramientas utilizadas

serán brevemente descritas en lo siguiente.

2.7.1. Visual DSD

Visual DSD es un enumerador/simulador cinético implementado por Lakin et al.

(2011, 2012) como una interfaz de programación del lenguaje DSD (Phillips y Cardelli,

2009). Los programas en DSD se compilan en reacciones siguiendo cuatro semánticas

que proporcionan diferentes niveles de detalle en los modelos generados. Después de

la compilación, el sistema de reacciones puede ser simulado con diferentes paráme-

tros cinéticos configurables a través del código. El software permite tres modos de

simulación: estocástica, que ejecuta el algoritmo de Gillespie (1977); determinista y

una ejecución especial denominada justo-en-tiempo para sistemas grandes. A la fe-

cha, este es el único simulador cinético que trabaja a nivel de dominios para sistemas

de desplazamiento de hebras (Grun et al., 2015) que ha sido ampliamente utilizado

como herramienta de apoyo en varios dispositivos del estado del arte (Qian y Winfree,

2011; Qian et al., 2011b; Chen et al., 2013; Amir et al., 2014; Chatterjee et al., 2017).

2.7.2. NUPACK

NUPACK (Dirks et al., 2007; Zadeh et al., 2010) es un paquete de análisis termo-

dinámico para ácidos nucleicos que viene integrado de varias herramientas, entre las

que destacan la función de partición y la estructura secundaria de energía libre mínima

(MFE, por sus siglas en inglés). Para una entrada consistente en una colección de he-

bras s1, s2, ..., sn en solución, con sus correspondientes concentraciones c1, c2, ..., cn,

NUPACK puede calcular las estructuras secundarias y las concentraciones finales de

cada complejo en equilibrio, dadas las condiciones de temperatura y concentración

de sales del búfer. Así, esta herramienta resulta útil para obtener indicios computacio-

nales de la correcta formación de estructuras deseadas, en diseños de dispositivos

basados en ácidos nucleicos.
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2.7.3. MULTISTRAND

Desarrollada por Schaeffer (2013), esta herramienta permite tanto análisis termodi-

námico (de acuerdo al mismo modelo de Dirks et al. (2007) como cinético. La máquina

de simulación ejecuta una versión de algoritmo de Gillespie donde la cinética de un

conjunto de hebras interactuando se modela como un proceso de Markov en tiempo

continuo a través del espacio de estados de todas las estructuras secundarias. Las

transiciones de estado a estado en las trayectorias simuladas consideran cambios de

un simple par de bases, de manera que esta es la única herramienta que trabaja con

una granularidad a nivel de secuencia (Grun et al., 2015). La manera de explorar la

cinética de sistemas de ADN, consiste en realizar múltiples trayectorias para obtener

resultados estadísticos. Esta información estadística se usa entonces para ajustar los

parámetros cinéticos de un modelo químico masa-acción.

2.7.4. Simuladores cinéticos masa-acción

En este tipo de simuladores se introduce manualmente el modelo químico enume-

rando todas sus reacciones y correspondientes constantes. Se pueden escoger dis-

tintos solucionadores tanto estocásticos como deterministas para obtener un análisis

del comportamiento cinético. El software DIZZY (Ramsey et al., 2005) proporciona una

herramienta para el modelado estocástico y determinista de la cinética de redes gené-

ticas, metabólicas y de señalización, a gran escala. Otro paquete utilizado fue CAIN2,

que agrega mayor funcionalidad con respecto a Dizzy, permitiendo, por ejemplo, la

simulación de varias copias del mismo circuito y ejecución paralela de varias trayec-

torias simultáneas.

2Software de licencia libre disponible en: http://cain.sourceforge.net/
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Capítulo 3. Metodología

Los métodos empleados en el desarrollo de la presente investigación se dividen en

dos, de acuerdo a ambos objetivos planteados. Aunque son similares, ambos métodos

se detallan en dos secciones por separado.

3.1. Un esquema de inferencia lógica con cascadas de desplazamiento de

hebras de ADN

En esta sección, se presenta la metodología empleada en la implementación de un

nuevo esquema autónomo de inferencia lógica, en el que las rutas de inferencia, ya

sean del algoritmo de encadenamiento hacia adelante o hacia atrás, se producen a

través de reacciones de desplazamiento de hebras. Además de presentar una nueva

codificación para abordar programación lógica biomolecular, lo novedoso de este enfo-

que consiste en aprovechar las reacciones de intercambio de toeholds para introducir

comportamiento catalítico.

3.1.1. Metodología general

Las etapas de la metodología empleada fueron las siguientes.

Estudio del estado del arte. El problema abordado es, básicamente, un proble-

ma de diseño en el que se requiere entender a profundidad el estado del arte para

identificar metodologías, herramientas y resultados obtenidos, así como posibles

brechas en la investigación. Los trabajos previos identificados en tal revisión fue-

ron incluidos en la introducción (Sección 1.5), describiendo los mecanismos em-

pleados y los problemas de inferencia lógica abordados.

Estudio de herramientas de simulación. De la revisión en el paso anterior,

se seleccionó el mecanismo de desplazamiento de hebras de ADN, como la pri-

mitiva de cómputo. En base a esta selección, se estudió la literatura relacionada,

particularmente el lenguaje DSD de Phillips y Cardelli (2009) y su implementación

en el simulador Visual DSD (Lakin et al., 2011). Para la validación termodinámi-

ca se revisó el funcionamiento de NUPACK (Zadeh et al., 2010) y de este mismo
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paquete integrado en la herramienta MULTISTRAND (Schaeffer, 2013; Schaeffer

et al., 2015). Esta última, que integra un simulador cinético que ejecuta trayec-

torias a nivel de nucleótidos, también fue estudiada. Finalmente, se revisaron

herramientas de simulación de cinética masa-acción, seleccionando entre estas

los paquetes DIZZY (Ramsey et al., 2005) y CAIN.1

Diseño de compuertas con desplazamiento de hebras. Esta etapa consistió

en un proceso iterativo de prueba y error en la que los diseños planteados se

simularon a nivel de dominios lógicos en la herramienta Visual DSD, para obtener

indicios de su funcionamiento correcto y desempeño. Los casos de prueba y la

configuración experimental se detallan abajo (Sección 3.1.2).

Validación termodinámica. Una vez obtenido un diseño final, se procedió a su

validación termodinámica. Para ello se escribió código utilizando la interfaz de

Python de MULTISTRAND. Este programa procesaba iterativamente secuencias

generadas aleatoriamente para medir su aptitud en base a funciones NUPACK.

Tal procedimiento de búsqueda arrojó conjuntos de secuencias candidatas que

fueron probadas en la herramienta en línea NUPACK que analiza la hibridación de

hebras en contexto de tubo de ensayo. El objetivo fue obtener un conjunto de

secuencias que garantizaran la correcta formación de las moléculas en los casos

de prueba analizados. Este procedimiento junto con parámetros de configuración

se revisan en la Sección 3.1.3.

Estudio de propensión de reacciones de interferencia. En esta parte, se

realizaron simulaciones de trayectorias a nivel de nucleótidos en la herramien-

ta MULTISTRAND. Estas simulaciones incluyeron dos reacciones de interferencia

identificadas en el diseño obtenido. En la Sección 3.1.4 se revisan los detalles.

Simulaciones masa-acción. Por último, el modelo que incluía las reacciones de

interferencia se simuló junto con las reacciones diseñadas para estudiar su impac-

to en un contexto químico masa-acción. La configuración para estas simulaciones

se revisa en la Sección 3.1.5.
1Software sin literatura relacionada de licencia libre. Disponible en: http://cain.sourceforge.net/
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3.1.2. Simulación en Visual DSD

3.1.2.1. Casos de prueba

En la simulación con Visual DSD se consideraron tres casos de prueba. Dos de

ellos (Ejemplos E1 y E2) fueron tomados del estado del arte (Ran et al., 2009) y el

tercero (Ejemplo E3) es un caso especial diseñado para demostrar las ventajas del

funcionamiento catalítico en un escenario crítico (ver Figura 21).

Ejemplo E1: consultas existenciales. Resolver consultas existenciales consiste

en determinar si existen objetos en la BC que satisfagan algún criterio específico.

En nuestro ejemplo particular, deseamos determinar si existe una persona X dentro

del dominio {Sócrates, Alejandro, Hércules} que posea un atributo adecuado (sabio o

fuerte) para asistir ya sea a la academia o al ejército. En este sentido, asignamos a

Sócrates el atributo de sabio, a Hércules el de fuerte y a Alejandro ambos. La consulta

inicial ¿Academia(X)? debe resover cuáles individuos tienen la cualidad para asistir a

la academia.

Ejemplo E2: inferencia hacia adelante con reglas compuestas. Este caso se

enfoca en analizar el desempeño del mecanismo de encadenamiento hacia adelante e

incluyendo reglas con conjunción en el antecedente. El programa consiste en una regla

general que establece dos condiciones para que una persona sea feliz (estar enamora-

do y ser acaudalado). Esta implicación se puede ser establecida como Enamorado(X)∧

Acaudalado(X)→Feliz(X). Para un programa que produzca una inferencia positiva, su-

pongamos que un individuo (Maslow) cumple con estas condiciones requeridas. Así, la

consulta inicial ¿Feliz(Maslow)? debe producir una respuesta positiva.

Ejemplo E3: caso crítico. Este ejemplo representa un escenario crítico, donde la

ruta de inferencia positiva se ve afectada por varias rutas negativas. La consulta inicial

¿p? tiene tres implicaciones coincidentes donde sólo una de ellas forma parte de la

ruta de inferencia positiva. Esta misma situación ocurre para las consultas intermedias

¿q? y ¿r?. De esta forma, se espera que en la implementación molecular solo una
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fracción de la consulta terminal ¿s? será liberada y respondida con su correspondiente

proposición s.

𝑆𝑎𝑏𝑖𝑜(𝑋) → 𝐴𝑐𝑎𝑑𝑒𝑚𝑖𝑎(𝑋)

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑡𝑒(𝑋) → 𝐸𝑗é𝑟𝑐𝑖𝑡𝑜(𝑋)

𝑆𝑎𝑏𝑖𝑜(𝑆ó𝑐𝑟𝑎𝑡𝑒𝑠)

𝑆𝑎𝑏𝑖𝑜(𝐴𝑙𝑒𝑗𝑎𝑛𝑑𝑟𝑜)

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑡𝑒(𝐴𝑙𝑒𝑗𝑎𝑛𝑑𝑟𝑜)

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑡𝑒(𝐻é𝑟𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠)

¿ 𝐴𝑐𝑎𝑑𝑒𝑚𝑖𝑎 𝑋 ?

𝐸𝑛𝑎𝑚𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜(𝑋) ∧ 𝐴𝑐𝑎𝑢𝑑𝑎𝑙𝑎𝑑𝑜(𝑋) → 𝐹𝑒𝑙𝑖𝑧(𝑋)

𝐸𝑛𝑎𝑚𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜(𝑀𝑎𝑠𝑙𝑜𝑤)

𝐴𝑐𝑎𝑢𝑑𝑎𝑙𝑎𝑑𝑜(𝑀𝑎𝑠𝑙𝑜𝑤)

¿ 𝐹𝑒𝑙𝑖𝑧 𝑀𝑎𝑠𝑙𝑜𝑤 ?

𝑞 → 𝑝

𝑎 → 𝑝

𝑏 → 𝑝

𝑟 → 𝑞

𝑐 → 𝑞

𝑑 → 𝑞

𝑠 → 𝑟

𝑒 → 𝑟

𝑓 → 𝑟

¿ 𝑝?

𝑠

Ejemplo E1 Ejemplo E2 Ejemplo E3

Figura 21. Los tres programas lógicos utilizados como casos de prueba.

3.1.2.2. Configuración experimental

Los códigos de los tres programas implementados en Visual DSD se incluyen en el

Anexo A. Todos los programas se compilaron con la semántica detallada, incluyendo

reacciones no productivas y simulados en el modo estocástico. Se compararon dos va-

riantes de cada programa, la catalítica (CAT) y la no catalítica (NCAT) que difieren entre

sí solamente por la inclusión de moléculas combustible para la primera. Las concentra-

ciones iniciales se establecieron conforme a una concentración base 1 = 20nM para

las implicaciones, hechos y consultas. En el caso de las moléculas combustible, estas

fueron agregadas a una concentración de 2 para cada implicación correspondiente.

En estas simulaciones, cada nM de concentración equivale a 1000 moléculas, es decir,

el parámetro de factor de escala s fue establecido en 1000. De esta forma, los térmi-

nos concentración y población de moléculas se usarán sin distinción. Los resultados

que se presentan corresponden a los promedios de 30 simulaciones independientes

utilizando 1000 puntos de datos.

Los valores de las constantes de reacciones se tomaron en base a los resultados

de Zhang y Winfree (2009) como se indica a continuación. Una constante de unión

kƒ = 3.5 × 10−3 nM−1 s−1 para ambos toeholds t1 y t2. La constante de desunión

fue calculada para cada toehold promediando las energías de unión producidas por

10000 muestras de secuencias generadas aleatoriamente (configurando la función de

cálculo de energía de NUPACK a 25◦C, 1.0 M Na+ , and 11.5 mM Mg2+). Sustituyendo
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tales energías de unión en (5) (Zhang y Winfree, 2009)

kr(δ) = kƒ × 2/ × eΔG
◦(δ)/RT , (5)

se obtuvieron los valores kr(t1) = 1.92 y kr(t2) = 1.35 s−1. Finalmente, para la cons-

tante de migración de ramas (paso elemental de 1 nt) se utilizó el valor de 400 s−1,

sugerido en el mencionado trabajo.

3.1.3. Validación termodinámica con NUPACK

En esta fase del estudio, se buscaron secuencias adecuadas que pudieran garan-

tizar la formación de estructuras termodinámicamente estables, haciendo particular

énfasis en las moléculas implicación. El motivo de esto es que, en el modelo, tales

moléculas poseen una estructura que podría considerarse compleja, dado que están

constituidas por al menos cuatro hebras. Estas deben hibridar correctamente en los

sitios deseados, de otra forma el sistema no operaría de la forma diseñada. Lograr es-

te objetivo, sin embargo, se complica de cierta forma, debido al uso de segmentos de

migración de ramas de la forma [X−GRC−X] en lugar de dominios simples. La repeti-

ción del dominio representativo (X) en tales segmentos conlleva un riesgo inherente

de hibridación espuria de las hebras cobertura izquierda y derecha de la implicación.

Además, el hacer uso de hebras más largas incrementa las posibilidades de formación

de estructuras secundarias dentro de ellas, las cuales deben ser minimizadas para un

ensamblaje correcto.

Con este fin, se desarrolló un procedimiento simple para demostrar la viabilidad ter-

modinámica del modelo, mediante la búsqueda de secuencias adecuadas para los do-

minios. El procedimiento de búsqueda se basó en las herramientas de NUPACK (Zadeh

et al., 2010) que vienen incluidas como paquete dentro del simulador MULTISTRAND

(Schaeffer et al., 2015). Estas funciones comprenden: (1) la energía libre mínima (MFE)

y la(s) estructuras(s) secundaria(s) que alcanzan esta energía; (2) la energía libre de

Gibbs ΔG◦(S) de una estructura objetivo dada S; (3) el defecto(S) de ensamblaje, de-

finido como el número de pares de bases incorrectos comparado con una estructura

objetivo dada S; y (4) la probabilidad de equilibrio para una cierta estructura objetivo
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S (Dirks et al., 2007). Basado en estas funciones, se implementó el procedimiento de

búsqueda en un script usando la interfaz Python de MULTISTRAND.

3.1.3.1. Configuración de parámetros

Los parámetros utilizados en el algoritmo de búsqueda son el máximo número de

secuencias para iterar (MS), la distancia de Hamming mínima entre secuencias den-

tro de una muestra (MHD), la máxima longitud aceptada para la subsecuencia común

(MCS) entre dominios y el contenido de C’s al crear nuevas secuencias (dado como

un intervalo CC). La secuencia para el dominio genérico no se incluye, sino que se

utiliza una secuencia constante expresamente diseñada manualmente. Tal secuencia

contiene un mayor contenido contenido de C’s (60%), diseminado a lo largo en triple-

tas “CCC”. La razón detrás de esta elección fue asegurar una fuerte unión entre las

hebras de salida con su respectivos sustratos.

Después de realizar pruebas preliminares (cuyos resultados no se incluyeron en es-

te documento), la configuración de estos parámetros quedó de la siguiente manera.

Para la generación de secuencias se utilizó MHD=75% y MCS=4nt, mientras que el

valor de CC se seleccionó aleatoriamente en el intervalo [30, 40] (%) para cada se-

cuencia generada. El número de muestras MS se estableció en 10000. Adicionalmen-

te, se verificó la influencia de diferentes longitudes de dominios haciendo ensayos con

tres combinaciones de pares (20,20), (20,14) y (25,15). Cada combinación represen-

ta la longitud de los dominios genérico GRC y representativo, respectivamente. Como

criterio de evaluación de las muestras, se consideraron tres funciones NUPACK: (1) mi-

nimizar ΔG◦(MFE) − ΔG◦(str); maximizar la probabilidad de equilibrio; y (3) minimizar

el defecto de ensamblaje comparado con una implicación perfectamente ensamblada.

Las condiciones experimentales del búfer para estas simulaciones fueron establecidas

en 37◦C, 1.0 M Na+ y 11.5 mM Mg2+ .

En total, las tres opciones de longitud de dominios junto con las tres funciones de

evaluación produjeron nueve configuraciones experimentales que fueron probadas con

el algoritmo de búsqueda de secuencias, arrojando un conjunto de secuencias resul-

tado cada una. Como programas lógicos de caso de prueba se utilizaron los ejemplos

E1 y E2. Por tanto, los conjuntos resultantes consisten en siete secuencias para E1 y

cuatro para E2. Cabe señalar que estos resultados son producto de un análisis a nivel
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de complejo lo que significa que no se consideran concentraciones de entrada para

las diferentes hebras de las implicaciones. Por este motivo, para verificar la correcta

hibridación de las hebras en un contexto de tubo de ensayo, cada conjunto resultan-

te de secuencias fue evaluado usando la herramienta NUPACK en línea, que permite

estos análisis (Zadeh et al. (2010)).

El objetivo final fue obtener el mejor conjunto de secuencias, es decir, aquel cu-

yas concentraciones en equilibrio producen una molécula objetivo. En otras palabras,

se buscó que la mayor parte de la concentración de las hebras constitutivas de una

implicación se consumiera formando implicaciones, eliminando al máximo las concen-

traciones de hebras sin hibridar. Para este análisis a nivel de tubos se utilizaron las

mismas concentraciones de sales descritas arriba pero a una T = 25◦C. El motivo de

este cambio fue que inicialmente se probó con T = 37◦C y, aunque también arrojó for-

maciones correctas en general, se produjeron formaciones marginales de moléculas

basura (hebras sueltas). Otra razón que soporta esta decisión es que la mayoría de

trabajos experimentales utiliza la temperatura de 25◦C para demostrar sus esquemas.

3.1.4. Simulación en MULTISTRAND

Las reacciones de interferencia identificadas en el modelo se describen en la Sec-

ción 4.6.1. Una característica destacable de estas, es que ambas incluyen un paso de

migración de ramas de 4 vías en el dominio genérico. En estudios experimentales, se

ha obtenido que las tasas de reacción de estos pasos, son algunos órdenes de mag-

nitud más lentas que su contraparte de 3 vías (Panyutin y Hsieh, 1994; Dabby, 2013).

Independientemente de estos resultados, en esta parte nos enfocamos en obtener

una medida de su propensión, a través de simulaciones de trajectorias de pasos ele-

mentales con MULTISTRAND (Schaeffer et al., 2015). Se consideraron dos escenarios

para estas simulaciones: (1) tomando las reacciones globales (en un solo paso), y (2)

siguiendo un enfoque paso a paso a nivel de dominios. Las secuencias utilizadas, con-

figuración de parámetros y el código principal de implementación en MULTISTRAND se

encuentran en el Anexo C. En estas simulaciones, se incluyeron también las reacciones

diseñadas, con el propósito de comparar la propensión contra las reacciones no desea-

das. Para el escenario de reacciones en un solo paso, se ejecutaron 1000 trajectorias

de cada reacción, mientras que para el escenario de reacciones por pasos se ejecuta-
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ron 2400 trayectorias de cada paso, exceptuando el paso de migración de 4 vías en

la reacción implicación-implicación, del que se simularon solamente 600 trayectorias,

debido a su costo computacional.

3.1.5. Simulación masa-acción en DIZZY

En esta parte, nos interesamos en estimar el efecto de las dos reacciones no desea-

das en el contexto de programas lógicos específicos. Para esto, se consideró de par-

ticular interés el programa E1, dado que presenta varias reacciones de este tipo. El

modelo bioquímico fue el mismo que se obtuvo de la compilación con Visual DSD,

con las mismas constantes de reacción (Sección 3.1.2.2), pero agregando manual-

mente las reacciones no deseadas y las que se derivan de estas. Para la constante

de migración de ramas de 4 vías en las reacciones no deseadas, se tomó el valor

de 2.7 s (tiempo promedio de un paso elemental) que fue sugerido en los resultados

de Dabby (2013). Se realizaron 20 simulaciones estocásticas independientes (algorit-

mo Gibson-Bruck) para obtener un promedio. Se consideraron tres escenarios para las

concentraciones base de  ={5, 10, 20} nM. Conforme a estas concentraciones base,

las concentraciones iniciales de las moléculas del programa fueron: 1 para todos los

hechos y la consulta inicial, mientras que 2 para las reglas generales. El código de

implementación en DIZZY se incluye en el Anexo D.

3.2. Representación de lógica de doble riel basada en toeholds

En esta sección, se describe la metodología empleada en una adaptación al modelo

de circuitos lógicos con las llamadas compuertas sube-baja de Qian y Winfree (2009).

Tal modelo es, a la fecha, uno de los más prometedores en el área del cómputo bio-

molecular. El cambio propuesto se basa la observación de que la lógica de doble carril

utiliza dos señales por separado para los estados alto (“1”) y bajo (“0”). Primero, se

explica la lógica de doble carril. Posteriomente, se detallan los procedimientos para la

simulación de los circuitos en dos escenarios: la simulación de una compuerta bási-

ca se realizó en Visual DSD y la de circuitos a mayor escala en el software CAIN. Se

describe la configuración de los modelos y parámetros bioquímicos para ambos casos.
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3.2.1. Lógica de doble carril

En los modelos de circuitos lógicos basados en desplazamiento de hebras de ADN,

la implementación de la función NOT es complicada (Qian y Winfree, 2011). Para la

compuerta NOT se requiere que una baja — o nula — concentración de una molécula

de entrada, produzca una alta concentración de otra de salida, y viceversa. Para ambas

situaciones se tienen ya los mecanismos bioquímicos necesarios por separado: una

reacción de amplificación (suponiendo que el modelo para el “0” lógico considere bajas

concentraciones) para la primera y una de inhibición o umbralización, para la segunda.

El problema es que los componentes moleculares actúan en difusión, de manera que

no ha sido posible implementar un mecanismo que distinga entre ambas situaciones,

en un tiempo determinado de la computación.

Para solventar esta cuestión, la alternativa más socorrida es utilizar la lógica de

doble carril, que permite traducir circuitos AND-OR-NOT a circuitos AND-OR equivalen-

tes. En esta función, las entradas y salidas se duplican, representando explícitamente

las señales para unos y ceros lógicos. Es decir, para cada entrada  se asigna 1

= 1

cuando  = 1 y 0

= 1 cuando  = 0 (lo mismo para cada salida yj). Con esto, cada

compuerta AND, OR, NAND, NOR del circuito, se sutituye por un par de compuertas

AND-OR (Figura 22).
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Figura 22. Equivalencia de compuertas en lógica de doble carril.
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3.2.2. Simulación de compuertas básicas

En una primera instancia, se consideró el funcionamiento de una sola compuerta

doble carril. Para ello, se utilizó el compilador see-saw (Qian y Winfree, 2011) disponi-

ble en línea2 que permite generar código en Visual DSD para implementar compuertas

doble carril, a partir de la definición de circuitos AND-OR-NOT. La utilidad de tal com-

pilador ya ha sido demostrada en estudios previos para la construcción sistemática de

circuitos a gran escala utilizando hebras de ADN sin purificar (Thubagere et al., 2017).

Con el código generado automáticamente por el compilador, se tomaron los blo-

ques de construcción para el esquema original de Qian y Winfree, y se agregaron ma-

nualmente los bloques para el esquema modificado de doble toehold. La compilación

de cada una de las compuertas doble carril (AND, OR, NAND, NOR) en la semántica

más simple de Visual DSD — “infinito” — produjo 33 especies diferentes y 22 reaccio-

nes para el modelo de doble toehold. Para el modelo original, esta misma semántica

generó 34 especies y 22 reacciones. Este tipo de compilación es la más cercana a

un modelo ideal que no incluye reacciones improductivas, por lo que ambos diseños

tuvieron resultados de simulación cuasi ideales e idénticos (no incluidos aquí).

La siguiente semántica de compilación — denominada “por defecto” — de Visual

DSD, es la que resulta interesante analizar, dado que incluye las reacciones espurias.

Al compilar en este modo, se produce un aumento considerable en la complejidad del

modelo generado incluyendo 271 especies en 1052 reacciones para el esquema doble

toehold y 462 especies en 1908 reacciones para el no modificado. Tal aumento se debe

a que, para incluir reacciones no productivas, es necesario permitir también reacciones

de polimerización, en la que dos compuertas se unen a través de una molécula cable.

A su vez, esto se debe a la forma en que se construyen los dominios de reconocimiento

en el compilador see-saw para su simulación en Visual DSD, en donde cada dominio

se tiene que poner entre dos puntos de apoyo que forman parte del mismo, con el fin

de poder simular la reacción competitiva de una molécula cable con sus respectivas

moléculas umbral y amplificadora.

2http://www.qianlab.caltech.edu/SeesawCompiler/
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3.2.2.1. Configuración de parámetros

La simulación de una compuerta NOR en Visual DSD se llevó a cabo tomando en

cuenta dos configuraciones. En la primera, se asignaron las constantes de unión kƒ y

desunión kr de los toeholds, con unión lenta de 0.000015 nM−1 s−1 y desunión rápida

de 0.95 s−1. En la segunda, se utilizaron las constantes normales con valores de kƒ =

0.0003 nM−1 s−1 y kr = 0.1126 s−1. En ambas simulaciones, la constante de migración

de ramas es el valor por defecto en Visual DSD de kbm = 8000 s−1. Estos valores son

los sugeridos por los autores de la compuerta sube-baja e incluidos en el código de

Visual DSD generado por su herramienta de compilación en línea.

3.2.3. Simulación de circuitos lógicos de mayor escala

La simulación en Visual DSD está limitada a circuitos muy simples o a utilizar la

semántica de compilación más básica, que no incluye las reacciones improductivas.

Por esta razón, con el propósito de obtener resultados de simulación de circuitos a

mayor escala y explorar el efecto de la segmentación en el esquema de doble toehold,

se utilizaron otros paquetes de simulación masa-acción (DIZZY de Ramsey et al. (2005)

y CAIN3).

Como caso de referencia se seleccionó el circuito que calcula b
p
nc, donde n es un

número de cuatro bits 4321 (Qian y Winfree, 2011). Tal circuito es, a la fecha, el

de mayor escala implementado usando reacciones de desplazamiento de hebras en

laboratorio. La Figura 23 muestra dicho circuito en lógica AND-OR-NOT y su correspon-

diente representación con lógica de doble carril.

El modelo químico correspondiente para la simulación de este sistema (sin con-

siderar las reacciones de fuga (leakage), así como las constantes de reacción y una

simplificación para reducir la cantidad de reacciones no productivas fueron tomadas

según lo sugerido en el material suplementario de Qian y Winfree (2011).

Tal simplificación fue indispensable puesto que la cantidad de reacciones impro-

ductivas que se generan en el circuito es muy grande, lo que genera un alto costo

computacional para los simuladores estocásticos y aún para los determinísticos. En

3Software disponible en: http://cain.sourceforge.net/
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Figura 23. Circuitos para calcular b
p
nc, donde n es un número de cuatro bits.

efecto, esta cantidad se calcula a partir de las formas en que una molécula cable ,j

se puede unir a otra que tenga algún toehold complementario expuesto. En el circui-

to, por ejemplo, se tienen 62 diferentes moléculas cable (ver Figura 84 en Anexo F)

y un total de 116 moléculas que incorporan algún toehold complementario. Así, de

manera burda, se obtendrían 14384 reacciones improductivas de unión y desunión

(62 × 116 × 2).

Es importante notar que para el caso del modelo con doble toehold, dichas reaccio-

nes disminuyen considerablemente. Esto es debido a la segmentación que se estable-

ce en el circuito gracias al uso de diferentes toeholds. Tal segmentación consiste en

que una molécula 0
,j

nunca podrá generar reacciones improductivas con compuertas

de toehold T1, y viceversa. Dado que en el circuito doble toehold las 62 diferentes

moléculas cable se dividen en 31 con T0 y 31 con T1, la cantidad de reacciones no pro-

ductivas se reduce a la mitad. Lo anterior puede generalizarse para cualquier circuito.

Si un sistema contiene m moléculas cable y n moléculas con toehold complementa-

rios, las reacciones improductivas serán aproximadamente m×n en el modelo original,

mientras que en doble toehold se tendrán m/2× n/2 (para T0)+m/2× n/2 (para T1) =

(m × n)/2.

No obstante, como se mencionó anteriormente, para simular ambos esquemas

con el mismo modelo químico se aplicó la simplificación sugerida por Qian y Win-
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free (2011). Esta consiste en utilizar especies “acumuladas” (“lumped”) W, TH y G,

respectivamente, para las moléculas cable, umbral y compuertas (incluyendo repor-

teras). La concentración de estas especies acumuladas se inicializa con la suma de

las concentraciones iniciales de las moléculas que representan. De esta manera, el

modelo queda de la siguiente forma:

,j + Gj:j,k
ks−*)−
ks
G,j:j + j,k, (6)

j,F + G,j:j
ks−*)−
ks
Gj:j,F + ,j, (7)

,j + T,j:j
kƒ
−→ desperdicio, (8)

,j + Repj
ks−→ Fluorj, (9)

W+ G:,k

kƒ
−*)−
krƒ

W : G:,k, (10)

Gj,: +W
kƒ
−*)−
krƒ

Gj,: :W, (11)

W+ Tj,:
kƒ
−*)−
krs

W : Tj,:, (12)

j, + G
kƒ
−*)−
krƒ

j, : G (13)

y j, + TH
kƒ
−*)−
krs

j, : TH. (14)

En estas reacciones, el símbolo “:” representa la concatenación de los reactivos, es

decir, una especie intermedia que contiene ambas especies de entrada unidas por el

toehold. La especie Fluorj denota la emisión de fluroescencia al separase el fluoróforo

de su respectivo supresor. Las ecuaciones (6)-(9) representan las reacciones producti-

vas de sube-baja, repostaje, umbralización y reporte, respectivamente. Las ecuaciones

(10)-(14) introducen de manera aproximada el comportamiento ruidoso que causan las

reacciones no productivas. El circuito original QW suma un total de 156 reacciones de

los tipos (6)-(9) y 474 de los tipos (10)-(14) (separando las reacciones reversibles).

El modelo bioquímico para el sistema con doble toehold resulta más extenso, da-

do que se tienen que considerar todas las combinaciones de los toeholds en ca-
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da una de las ecuaciones (6)-(14). Por ejemplo, la ecuación (6), tendrá ocho com-

binaciones en el esquema doble toehold (es decir, las combinaciones {0
,j
,0

,j
} ×

{G00
j:j,k

, G01
j:j,k

, G10
j:j,k

, G11
j:j,k

}). A pesar de ser un modelo más intrincado, la suma de todos

los tipos de reacciones (6)-(9) y de los tipos (10)-(14) es 152 y 476, respectivamente.

Finalmente, los valores para las constantes de reacción utilizados en las simulaciones

de ambos modelos son:

ks = 5 × 104 M−1 s−1

kƒ = 2 × 106 M−1 s−1

krs = 1.3 s−1

krƒ = 26 s−1
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Capítulo 4. Resultados y discusión: Un esquema de infe-

rencia lógica con cascadas de desplazamien-

to de hebras de ADN

En esta sección se presentan los resultados del esquema de inferencia lógica. Pri-

mero se describe la configuración de las moléculas y reacciones del esquema. Después

se explica un procedimiento sencillo para la validación termodinámica del modelo. Por

último, se presentan resultados de simulación que incluyen reacciones de interferencia

identificadas y su afectación al desempeño. Los resultados obtenidos de este esque-

ma, han sido publicados en Ordóñez-Guillén y Martínez-Pérez (2019).

4.1. Codificación molecular

El esquema de inferencia lógica que se presenta a continuación toma inspiración

del trabajo más representativo del área (Ran et al., 2009), el cual es, a la fecha, la

única implementación de laboratorio dentro de los modelos autónomos de inferen-

cia. También se adopta la misma convención de tal modelo, en la que los predicados

instanciados se representan a través de expresiones proposicionales. Con esta con-

vención, un programa lógico que consiste en un conjunto finito de hechos y reglas,

corresponde a un conjunto de proposiciones P = {p1, p2, · · ·pn} donde cada una de

ellas corresponde a su vez a un dominio representativo único. El esquema de codifica-

ción también incluye tres secuencias fijas: dos dominios toehold {t1, t2} y un dominio

largo identificado como GRC (genérico) que no codifica ninguna variable del sistema.

Este último dominio siempre aparece en medio de dos dominios representativos igua-

les X para formar un segmento de migración de ramas de la forma [X−GRC−X]. La

razón o necesidad detrás del uso de un dominio genérico en el diseño, tiene que ver

con la restricción de mantener una configuración universal en las entradas/salidas.

Una vez revisadas las convenciones del esquema a nivel de dominios, pasamos

a la configuración molecular. El esquema de inferencia lógica del presente estudio

se implementa con tres moléculas básicas: consulta, proposición e implicación. Se

agrega además una molécula extra, denominada “combustible”, que no interviene en

el funcionamiento lógico del esquema pero es fundamental para el comportamiento
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Figura 24. Los bloques de construcción para representar programas lógicos. A) Un programa simple de
ejemplo. B) Las proposiciones involucradas y su forma abreviada. C) Representación para encadenamien-
to hacia atrás. D) Representación para encadenamiento hacia adelante.

catalítico, como se verá más adelante. Para una notación abreviada, se utilizarán las

letras Q, P, I y F, respectivamente, para cada una de estas cuatro moléculas básicas.

Se incluirán subíndices para indicar la proposición (o proposiciones, en el caso de las

implicaciones) que codifica cada molécula. Para ilustrar la configuración molecular,

consideraremos el mismo ejemplo de programa lógico de la Sección 1.5.1 (mostrado

en la Figura 24A). Este programa requiere de tres proposiciones (i.e. dominios) que en

este caso identificamos como p, q y r, cada uno con un color representativo (Panel B).

Dependiendo de la estrategia de inferencia aplicada, encadenamiento hacia adelante

o hacia atrás, la codificación molecular es diferente. Los paneles C y D de la Figura 24

la muestran para cada uno de estos casos, respectivamente. En desplazamiento hacia

atrás:

Una molécula ssDNA que contiene un segmento de migración de ramas [p−GRC−p]

y un toehold t1 en el extremo 3’, representa a la consulta Qp.
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La proposición Pq se representa con una molécula detectora, es decir, un frag-

mento dsDNA con el segmento de migración [q−GRC−q] y un toehold t1 ex-

puesto. Para propósitos de detección FRET, tal molécula contiene agregados un

fluoróforo y un supresor en su extremo obtuso.

Las implicaciones tales como Iq→r y Ir→p son complejos compuestos por cuatro

hebras, tres de ellas en la parte superior unidas a una hebra sustrato comple-

mentaria. Tomando de ejemplo Ir→p, esta tiene una hebra de cobertura en el lado

izquierdo para el segmento [t2 − p], una hebra salida unida por el dominio GRC

y una hebra de cobertura en el lado derecho para el dominio p. El segmento de

migración [p−GRC−p] contenido en la hebra sustrato se corresponde al de una

consulta de entrada Qp (el consecuente de la implicación). La hebra de salida co-

rresponde a una nueva consulta Qr (el antecedente de la implicación). Note como

el diseño de las implicaciones asegura la universalidad de las hebras salida, sin

importar de cuál regla se trate (en otras palabras, sin importar el dominio del

consecuente).

Una molécula combustible Fp, es una ssDNA que siempre se asocia con las im-

plicaciones que contienen el segmento de migración de ramas [p−GRC−p] (el

consecuente, en este caso) y contiene un toehold t2 en el extremo 5’.

Para el caso de encadenamiento hacia adelante, los cambios necesarios en la re-

presentación molecular se interpretan de manera evidente (Figura 24D). En primer

lugar, las representaciones de consulta y proposición se intercambian de lo dispuesto

para encadenamiento hacia atrás. Así, las consultas son moléculas detectoras y las

proposiciones son moléculas ssDNA. En segundo lugar, los dominios representativos

en las implicaciones también se intercambian, de manera que el dominio del antece-

dente ahora se encuentra en el segmento de migración de ramas, mientras que el del

consecuente forma parte de la hebra de salida. Las moléculas de combustible mantie-

nen su configuración, siempre correspondiendo al segmento de migración de ramas

de su respectiva implicación asociada.
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4.2. Reacciones básicas

De acuerdo a lo revisado en la Sección 2.6.1, las operaciones para la implemen-

tación de encadenamiento hacia atrás son dos: consulta-implicación y consulta-

proposición. A estas operaciones se añade una tercera denominada repostaje (del

inglés fueling) en la que intervienen una molécula combustible con el producto de

la reacción consulta-implicación. Estas reacciones se ilustran en la Figura 25 para el

programa lógico más simple que incluye una consulta como ¿Hombre(Sócrates)? que

se responde con su correspondiente hecho Hombre(Sócrates). Las moléculas Qq, Pr y

Ir→q codifican este programa con las proposiciones r:“X=Sócrates” y q:“Hombre(X)”.

Agregando concentraciones adecuadas de estas moléculas, junto con el combustible

Fq las reacciones proceden de la siguiente manera:

𝑟 𝑟
GRC

GRC*

𝑞 𝑞

𝑞∗ 𝑞∗

𝑡2

𝑡2
∗

𝑡1

𝑡1
∗

𝑞 𝑞GRC 𝑡1

𝑟𝑟 𝑡1GRC

𝑞 𝑡1GRC

GRC*

𝑞

𝑞∗ 𝑞∗𝑡2
∗ 𝑡1

∗

F
Q

𝑟 𝑟GRC

𝑟∗ 𝑟∗GRC* 𝑡1
∗

Q

F

𝑞 𝑞GRC𝑡2

+

+

+

Q
F
Q

ℚ𝑞

𝕀𝑟→𝑞

ℚ𝑟

ℙ𝑟

𝔽𝑞

ℂ𝑞

desperdicio

Figura 25. Las tres reacciones básicas para encadenamiento hacia atrás. Los recuadros con líneas pun-
teadas indican el inicio de cada una de ellas.

Una reacción consulta-implicación (QI) inicia con Qq y Ir→q (recuadro azul) me-

diante la unión de sus toeholds complementarios t1. Posteriormente, el proceso
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de migración de ramas del segmento [q−GRC−q] empieza con dos pasos irre-

versibles: primero desplazando la hebra de cobertura derecha (que se considera

desperdicio), seguido de la consulta de salida Qr. El último paso consiste en un

intercambio de toeholds con la hebra de cobertura izquierda. A pesar de que es-

ta última es una molécula reactiva, se considera también desperdicio. Además

de la consulta salida, al término de la reacción se produce el complejo Cq que

contiene la consulta de entrada completamente unida a la hebra sustrato de la

implicación, que ahora mantiene el toehold t2 expuesto.

Una reacción consulta-proposición (QP) se da entre la consulta de salida Qr de

la reacción anterior y la proposición Pr (recuadro verde). En esta, a diferencia de

la reacción consulta-implicación, el paso de migración de ramas del segmento

[r−GRC−r] es solamente uno. El desplazamiento de la hebra de cobertura que

contiene adjunto el fluoróforo, produce la fluorescencia que se interpreta como

una inferencia positiva.

Una reaccion de repostaje se produce entre la molécula combustible Fq y el com-

plejo Cq resultante de la reacción Qq+ Ir→q (recuadro rojo). Iniciando con el toehold

t2 expuesto para continuar con la migración de ramas del segmento [q−GRC−q],

esta reacción intercambia el combustible con la consulta de entrada Qq. La re-

cuperación de Qq induce una reacción en una nueva implicación, convirtiendo

efectivamente esta consulta en un agente catalítico.

Las reacciones para implementar encadenamiento hacia adelante proceden exacta-

mente con la misma dinámica. La diferencia consiste únicamente en la interpretación.

Al estar intercambiadas las representaciones de consulta y proposición, la reacción QI

se convierte en PI (proposición-implicación). La reacción QP sigue involucrando las

mismas moléculas solo que intercambiadas, así que mantiene su acrónimo. Lo mismo

para la reacción de repostaje, que en este caso libera una proposición de entrada.

El esquema de inferencia de encadenamiento hacia adelante puede permitir la in-

troducción de reglas con conjunción de proposiciones como antecedente, aumentando

el poder computacional del modelo. Una regla con la conjunción p∧ q como premisa,

denotada por Ip∧q→r, se puede definir como una implicación sencilla Iq→r extendida

con un segmento dsDNA [p−GRC−p] y un toehold t1 expuesto. El motivo para esta
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Figura 26. Diagrama esquemático de las reacciones con reglas que contienen conjunción de proposicio-
nes como premisa.

regla doble, así como la secuencia de reacciones que liberan la proposición del con-

secuente Pr se puede apreciar en la Figura 26. En presencia de la proposición Pp, una

reacción de intercambio de toeholds se inicia, liberando la hebra que cubre el seg-

mento [t1 − p−GRC−p] y activando el toehold t1 interno en el proceso. En este punto,

la acción de la proposición Pq para liberar la salida Pr y la recuperación de Pq con el

repostaje vía Fq, procede exactamente igual que en el caso de la implicación simple

(nótese la subestructura idéntica encerrada en el recuadro). Cabe señalar que, aunque

la recuperación de la primera proposición Pp no puede realizarse con una molécula

combustible, es posible agregar una concentración extra de la hebra cobertura del
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segmento [t1 − p−GRC−p], de manera que haga las veces de combustible (denotada

por F
′

p
en esta parte de la reacción.

4.3. Implementación de programas lógicos

Para efectos de aplicar el esquema lógico aquí introducido a programas lógicos

específicos, se seleccionaron los casos de prueba de Ran et al. (2009). Para demostrar

el funcionamiento del algoritmo de encadenamiento hacia atrás, se tomaron los casos

de prueba denominados “consultas existenciales”. Por otro lado, para probar el caso

de encadenamiento hacia adelante usando reglas con conjunción, se incluye el único

ejemplo que produce inferencia positiva de tal trabajo.

4.3.1. Ejemplo E1: consultas existenciales

La Figura 27 muestra la correspondiente representación molecular y la cascada de

reacciones simplificada que resuelve la consulta “¿Existe alguien apto para asistir a la

academia?” con encadenamiento hacia atrás. Para resolver tal cuestión, se debe aña-

dir algunas moléculas suposición, que asigna la respuesta a cada uno de los elemen-

tos del dominio. Así, estas moléculas corresponden a las proposiciones X=Sócrates,

X=Alejandro y X=Hércules; y deben ser identificadas cada una con un fluróforo de

color diferente, de manera que la respuesta sea distinguible.

Las siete proposiciones que contiene este programa {Ejército(X), Fuerte(X), Aca-

demia(X), Sabio(X), X=Sócrates, X=Alejandro, X=Hércules} se asignarán respectiva-

mente a los símbolos {p, q, r, s, t, , }. De esta forma, las moléculas del programa son

{Iq→p, Is→r, It→s, I→s, I→q, I→q, Pt, P, P}, y la consulta inicial es Qr. Agregando con-

centraciones adecuadas de estas moléculas en solución, el proceso de inferencia en

retroceso inicia con una reacción QI entre Qr e Is→r. El producto resultante Qs puede

entonces participar en dos reacciones QI de manera simultánea, una con la implicación

It→s y la otra con I→s. Al ser dos las implicaciones objetivo, la concentración produc-

to de Qs se reparte entre ellas. Las subsecuentes consultas Qt y Q son terminales,

de manera que cada una de ellas se responde vía reacciones QP con Pt y P, res-

pectivamente . Así, se produce la fluorescencia indicando las respuestas “Sócrates” y

“Alejandro”.
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Sabio(X) → Academia(X)

X=Alejandro → Sabio(X) X=Sócrates → Sabio(X)

Fuerte(X) → Ejército(X)

X=Alejandro → Fuerte(X) X=Hércules → Fuerte(X)

F

Q
X=Alejandro

F

Q
X=Sócrates

F

Q
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¿Academia(X)?

¿Sabio(X)?

¿X=Alejandro? ¿X=Sócrates?

F F
Alejandro Sócrates

𝕀𝑞→𝑝

𝕀𝑠→𝑟

𝕀𝑡→𝑠𝕀𝑢→𝑠

𝕀𝑢→𝑞 𝕀𝑣→𝑞

ℚ𝑟

ℚ𝑠

ℚ𝑢 ℚ𝑡
ℙ𝑢 ℙ𝑡

ℙ𝑣

Figura 27. Proceso de encadenamiento hacia atrás para el ejemplo E1 con la consulta inicial “¿Quién es
apto para la academia?”. Al final del proceso, el sistema responde “Sócrates” y “Alejandro”. Las moléculas
no reactivas aparecen en el rectángulo sombreado. Las reacciones de repostaje se omiten.

4.3.2. Ejemplo E2: inferencia hacia adelante con reglas compuestas

La Figura 28 muestra la implementación de este programa en el que se incluyen

moléculas para la regla general Enamorado(X)∧ Acaudalado(X)→Feliz(X) y los hechos

Enamorado(Maslow) y Acaudalado(Maslow). La consulta inicial ¿Feliz(Maslow)? se codi-

fica con la proposición X=Maslow y la molécula detectora que representa a la consulta

¿Feliz(X)? Una vez más, se abrevian las proposiciones involucradas {X=Maslow, InLo-

ve(X), HasMoney(X), Happy(X)} con los símbolos {,, y, z}, respectivamente. Así, el

programa se compone de las moléculas {I∧y→z, I→, I→y, Qz} junto con la proposi-

ción inicial P.

Supongamos que tales moléculas se encuentran en solución bajo condiciones ex-

perimentales adecuadas. El proceso de inferencia hacia adelante se activa con P que

efectúa operaciones PI de manera paralela con las implicaciones I→ e I→y. Las pro-

posiciones de salida P y Py actúan, en ese orden, sobre la regla con conjunción. A

partir de esto, la proposición terminal Pz se libera para finalmente reaccionar con la
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consulta Qz y producir la fluorescencia que indica la inferencia positiva.

X=Maslow → Acaudalado(X) X=Maslow → Enamorado(X)

F

Q

F

Acaudalado(X)

Enamorado(X)

X=Maslow

Enamorado(X) ∧ Acaudalado(X) → Feliz(X)

Feliz(X) ¿Feliz(X)?

SÍ

ℚ𝑧

𝕀𝑤→𝑦 𝕀𝑤→𝑥

𝕀𝑥∧𝑦→𝑧

ℙ𝑤

ℙ𝑥

ℙ𝑦

ℙ𝑧

Enamorado(X) ∧ Acaudalado(X) → Feliz(X)

Figura 28. Implementación de encadenamiento hacia adelante para el ejemplo E2 con la consulta ini-
cial ¿Feliz(Maslow)? La consulta se responde positivamente dado que Maslow cumple con los atributos
necesarios definidos. Las reacciones de repostaje se omiten.

4.4. Simulación en Visual DSD

Para evaluar la funcionalidad y el desempeño del diseño, se llevaron a cabo si-

mulaciones utilizando Visual DSD (Lakin et al., 2011), una herramienta ampliamente

aceptada para la aproximación del comportamiento de los sistemas basados en des-

plazamiento de hebras de ADN (Qian y Winfree, 2011; Qian et al., 2011b; Chen et al.,

2013; Amir et al., 2014; Chatterjee et al., 2017).

4.4.1. Resultados de casos E1 y E2

La compilación del ejemplo E1 generó, en total, 128 reacciones y 90 especies pa-

ra el modo CAT. Para la contraparte NCAT, las reacciones y especies fueron 92 y 68,

respectivamente. La Figura 29 despliega los resultados de simulación para ambas ver-

siones. En el Panel A, se delinea la evolución cinética de las consultas. Al principio, la

consulta inicial ¿Academia(X)? disminuye drásticamente en ambas versiones (curvas

rojas). Sin embargo, para el programa NCAT tal reducción es exponencial, alcanzando
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un agotamiento substancial después de 2000 s. En contraste, en la versión CAT, la

concentración para esa misma molécula se eleva hasta cerca de 11000 moléculas al

final de la simulación. En efecto, esta marcada diferencia puede ser explicada por el

efecto de la reacción de repostaje, que estimula la recuperación de las moléculas de

entrada. La concentración de las consultas de la primera cascada (curvas amarillas)

también muestra un comportamiento totalmente opuesto, permaneciendo práctica-

mente constante a ∼9900 moléculas en el caso CAT y terminando casi agotada en el

otro, después de ∼1000 s de simulación. La concentración de las consultas termina-

les (curvas traslapadas magenta y verde) se desarrolla similarmente en ambos casos,

pero a una escala mayor en la versión CAT.

El desempeño final se ilustra en el Panel B. Se muestran solamente las señales que

producen inferencia positiva, dado que la negativa (“Hércules”, en este caso), perma-

neció constante en cero en todas las simulaciones. Se puede observar que las señales

para las versiones CAT y NCAT del programa presentan diferencias significativas en el

rendimiento cinético, alcanzando una eficiencia de 83% (∼16800 de 20000 molécu-

las) en la primera. En el segundo, en contraste, se obtuvo una eficiencia limitada de

46% (∼9200 de 20000 moléculas). Esta disparidad, puede proporcionar una idea de

la conveniencia de un esquema catalítico para la implementación de encadenamiento

hacia atrás.
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Figura 29. Resultados de simulación para el ejemplo E1 con la consulta inicial “¿Quién es apto para la
academia?”. A) Comportamiento cinético de las consultas. B) Comportamiento cinético de las señales de
salida. Los marcadores triangulares y circulares indican el modo CAT y NCAT, respectivamente.

Para el ejemplo E2, el modelo CAT contiene 115 reacciones con 76 especies, mien-
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tras que el programa NCAT incluye 71 reacciones y 52 especies. La Figura 30 muestra

el comportamiento cinético para este ejemplo. En particular, el Panel A muestra la evo-

lución de las proposiciones participantes. Observe que la proposición inicial X=Maslow

(curvas rojas) se divide en dos implicaciones. A consecuencia de esto, su concentra-

ción de agota rápidamente (después de ∼280 s) en el caso NCAT, mientras que en

el otro, es estimulada por las moléculas combustible hasta alcanzar un estado ca-

si estable a ∼11700 moléculas. Las proposiciones intermedias Enamorado(X) (curvas

amarillas) y Acaudalado(X) (curvas magenta) se liberan casi a la misma tasa, aunque

la sus curvas cinéticas difieren debido a que la primera empieza a ser consumida antes

por la implicación de conjunción. Es evidente en las gráficas que la concentración de

estas moléculas permanece mucho mayor en el caso CAT que en el NCAT. Finalmente,

la concentración de las proposiciones terminales (curvas verdes) empieza a decrecer

después de alcanzar un pico en ambos casos. Esto se debe a que se consumen directa-

mente con su respectiva detectora, y no se contempla la recuperación en esta etapa.

El efecto global de las reacciones de repostaje se refleja en la mejora significativa en

la eficiencia final del enfoque CAT sobre la referencia NCAT (Panel B).
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Figura 30. Resultados de simulación para el ejemplo E2. A) Comportamiento cinético de las proposi-
ciones. B) Comportamiento cinético de las señales de salida. Los marcadores triangulares y circulares
indican el modo CAT y NCAT, respectivamente.

4.4.2. Resultados de caso crítico E3

Con el propósito de obtener mayor evidencia del desempeño de los sistemas CAT,

se incluye la simulación del escenario crítico, donde la ruta de inferencia positiva se

ve afectada por varias rutas negativas (31A). En este programa, la concentración de la
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consulta inicial ¿p? se divide en aproximadamente tres partes iguales para compartir-

se entre las implicaciones coincidentes. Esta misma situación ocurre para las consultas

intermedias ¿q? y ¿r?. La consecuencia es que al final de la ruta de inferencia posi-

tiva, solo una fracción de la consulta terminal ¿s? será liberada y respondida con su

correspondiente proposición s.
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Figura 31. Ejemplo E3 y sus resultados de simulación. A) Programa lógico E3 y cascada de inferencias. B)
Cinética de las consultas relevantes. C) Acercamiento de la región enmarcada en el Panel B. D) Cinética
de las señales de salida.

Los modelos CAT y NCAT de este programa contienen, respectivamente, 327 reac-

ciones con 127 especies y 243 reacciones con 152 especies. La Figura 31B muestra

la cinética de las consultas involucrada en la ruta de inferencia positiva. Como puede

observarse, la concentración de la consulta inicial p? (curvas rojas) cae drásticamente

en ambas versiones, pero tiene un punto de inflexión en el modo CAT a ∼78 s, donde
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empieza a aumentar hasta oscilar alrededor de 9200 moléculas. Las consultas inter-

medias q? y r? se incrementan a tasas similares, alcanzando también un estado cuasi

estacionario en 9200 moléculas. La consulta terminal s?, que es consumida directa-

mente con la detectora, empieza a consumirse después de alcanzar un pico en ∼8100

moléculas.

En contraste, sin la acción de las moléculas combustible, las consultas permanecen

en bajas concentraciones. La región enmarcada de la Figura 31B exhibe esta drásti-

ca disparidad contra las curvas CAT. Esta misma porción aparece magnificada en el

Panel C, donde se puede distinguir como todas las curvas NCAT se encuentran abajo

de 500 moléculas después de solo ∼75 s de simulación. Más aún, después de ∼200

s, las consultas p?, q? y r? ya están agotadas, mientras que la consulta final s? se

mantiene en menos de 400 moléculas (lo que representa menos del 2% de la máxima

concentración posible).

En la Figura 31D se aprecia el comportamiento cinético de las señales de salida

para ambas versiones. La amplia brecha entre ambas curvas, demuestra el mayor

rendimiento de la versión catalítica, alcanzando hasta un 80% de eficiencia (16000

de 20000 moléculas). Observe que este rendimiento aún podría mejorar considerando

un mayor tiempo para que las reacciones se lleven a cabo. Esto se hace evidente

analizando la pendiente de ambas curvas al final de la simulación. Por el contrario, el

desempeño NCAT resultó en un escaso 4% (735 de 20000 moléculas). Este número

concurre con lo esperado, dado que solo una tercera parte de la concentración se

aplica en cada una de las tres cascadas. De esta forma, la salida final se ve atenuada

por un factor de aproximadamente 1/27 con respecto a la concentración de la consulta

inicial.

4.5. Validación termodinámica con NUPACK

En esta sección se describen los resultados obtenidos en la validación termodiná-

mica de las estructuras propuestas. En primer término, se desarrolló un procedimien-

to para determinar conjuntos de secuencia que resultaran adecuadas — a nivel de

complejo — para la correcta formación de las implicaciones. Estos conjuntos fueron

posteriormente probados — a nivel de tubo — para verificar que las concentraciones
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en equilibrio correspondieran a la molécula objetivo. El Algoritmo 1 describe un proce-

dimiento iterativo de muestreo y prueba que recibe una lista de implicaciones como

entrada y devuelve los dominios representativos involucrados. Los parámetros de bús-

queda en el algoritmo, las funciones NUPACK y condiciones de búfer utilizados fueron

descritos en la Sección 3.1.3.1.

Algorithm 1 Búsqueda de secuencias (MS, MHD, MCS, CC)

Require: Lista R = {R1, R2, ..., Rm} de moléculas implicación.
Ensure: Lista D = {D1, D2, ..., Dn} de dominios para R
1: for each R ∈ R do
2: bestSample = ∅
3: for j = 1 to MS do
4: Sj ← Generar_secuencias(R, MHD, MSS, CC)
5: Compute function ƒ (Sj)
6: if ƒ (Sj) es mejor que ƒ (bestSample) then
7: bestSample ← Sj
8: D = D ∪ bestSmpe

El ciclo principal del Algoritmo 1 (líneas 1-8) procesa una lista R de implicaciones

pertenecientes a un programa lógico. El ciclo interior (líneas 3-7) itera sobre muestras

Sj que se componen de secuencias candidatas para la implicación actual R. En la lí-

nea 4, se llama a una función para generar Sj de conformidad con las restricciones

planteadas por Qian y Winfree (2011). Estas restricciones consisten en: usar los pará-

metros MHD, MCS y CC; excluir la letra G del alfabeto y limitar la repetición de letras

(hasta cuatro A’s, cuatro T’s y tres C’s). En la siguiente línea (5) se llama a una función

NUPACK para evaluar la muestra actual. En caso de que el valor regresado represente

una mejora respecto a la mejor muestra encontrada al momento, esta se actualiza (lí-

neas 6-7). Finalmente, la mejor muestra encontrada en las MS iteraciones se registra

en la lista definitiva a devolver D.

Como se mencionó en la Sección 3.1.3.1, el Algoritmo 1 se ejecutó para nueve

configuraciones experimentales (tres opciones de longitud de dominios en combina-

ción con tres funciones de evaluación NUPACK). Cada configuración arrojó un conjunto

de secuencias resultado para cada uno de los casos de prueba E1 y E2 descritos en la

Sección 3.1.2.1. Cada uno de estos conjuntos fue evaluado con la herramienta en línea

NUPACK para determinar concentraciones en equilibrio. La configuración que produjo

mejores ensamblajes fue con los dominios de longitud (20,20) junto con la función de
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probabilidad de equilibrio. El resto, arrojó ya sea moléculas no deseadas o implicacio-

nes incorrectas. Las Tablas 4 y 5 muestran las secuencias obtenidas para los ejemplos

E1 y E2, respectivamente. La estructura secundaria de cada implicación así como su

energía libre de Gibbs y probabilidad de equilibrio se incluyen en el Anexo B (Figuras

57−62 para E1 y 63−65 para E2). Las formaciones marginales de moléculas basura

que se produjeron a T = 37◦C, con mismas secuencias de la Tabla 4 se muestran en la

Figura 66.

Tabla 4. Mejores secuencias obtenidas para cada dominio del programa E1. Las secuencias de los domi-
nios t1, t2, and GRC fueron constantes.

Dominio Secuencia Proposición
t1 CCTATT None
t2 CATCG None

GRC CCCTTACCCAACCCAATCCC None
D0 TTTTCATTCACTACCTCCAA p: Ejército(X)
D1 CCACAACAATCAATCAAAAC q: Fuerte(X)
D2 TTTCCAACACACACTCAAAT r: Academia(X)
D3 CCCTACTAATTTAACTAACC s: Sabio(X)
D4 TCTTTTCTCTCTTCTCTCTA t: X=Sócrates
D5 ATCTTCTTCCATTCACTCTT : X=Alejandro
D6 TTTTCTTTCTCCTCTCCTTA : X=Hércules

Tabla 5. Mejores secuencias obtenidas para cada dominio del programa E2. Las secuencias de los domi-
nios t1, t2, and GRC fueron constantes.

Dominio Secuencia Proposición
t1 CCTATT None
t2 CATCG None

GRC CCCTTACCCAACCCAATCCC None
D0 TTTCTCCATCACATCCAAAT : X=Maslow
D1 CTTCCTTCCTTTTATCTTCA : Enamorado(X)
D2 CCTTAATTCCTACAACTAAC y: Adinerado(X)
D3 TTTTCTCTTTACCTCACTCA z: Feliz(X)

4.6. Simulación con reacciones de interferencia

A tenor del esquema de codificación aquí propuesto, inherentemente contiene dos

interacciones que potencialmente pueden influir sobre el desempeño del sistema. En
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esta parte, se describen las reacciones, se estima su propensión mediante simulacio-

nes a nivel de nucleótido y se estudia su efecto en el contexto de programas lógicos

con el mecanismo de encadenamiento hacia atrás1

4.6.1. Descripción de las reacciones de interferencia

4.6.1.1. Interferencia Implicación-Implicación (II)

La reacción II puede ocurrir entre una implicación invasora Ip→α y una implicación

receptora Iβ→p, donde α y β pueden ser cualquier proposición. La Figura 32 muestra los

pasos de esta interacción. En el Panel B, el segmento colgante que contiene el toehold

t1 activo, se une al toehold complementario de la implicación receptora. Entonces,

dado que los dominios representativos coinciden, el proceso de migración de ramas

de 3 vías inicia, desplazando la hebra de cobertura derecha de la implicación receptora

(Panel C). Es importante notar que en este punto, la reacción se vuelve irreversible,

dado que existen suficientes pares de bases entre las moléculas para que ocurra una

desunión espontánea. Así, la reacción continúa ahora con un paso de migración de

ramas de 4 vías en el dominio GRC. Al término de este paso, se produce el intercambio

de las hebras que representan las consultas de salida Qp y Qβ de ambas implicaciones.

Al final del intercambio (Panel D), las moléculas se separan quedando como moléculas

subproducto: una molécula con la estructura de implicación Iβ→α y un complejo que

continúa reaccionando intramolecularmente para finalmente separarse entre la hebra

de cobertura izquierda (desperdicio) y el complejo reactivo Cp.

Un aspecto interesante radica en el hecho de que esta reacción colateral, se puede

interpretar como una operación de inferencia lógica bien conocida llamada silogismo

hipotético. En efecto, la implicación producida Iβ→α es una consecuencia lógica de la

BC a partir de las implicaciones de entrada. No obstante, en el caso del otro complejo

Cp resultante de la interferencia, este es el mismo que se produce de una reacción QI

entre Qp y cualquier implicación de la forma Iβ→p. Como consecuencia, un potencial

problema radica en que si Qp no se libera en ninguna otra ruta de inferencia del sis-

tema, podría reducir el rendimiento final en caso de una inferencia positiva, o incluso

provocar falsos positivos.

1Un análisis similar se aplicaría para encadenamiento hacia adelante, de manera que se omite aquí
por brevedad.



69

+

A)

+

B)

C)D)

𝑝

𝛼

𝑡2
∗ 𝑡1

∗

𝑡2

𝛼∗
𝛼

𝛼∗

𝑝

GRC

GRC*

𝑡1

𝑝∗ 𝑝∗

𝛽 𝛽

𝑝 𝑝

𝑡2
∗

𝑡2

𝑡1
∗

𝑡1

GRC

GRC*

𝕀𝑝→𝛼

𝕀𝛽→𝑝

⇌

⇂

↼

𝕀𝛽→𝛼
𝛼

𝛼∗
𝛼

𝛼∗𝑡2
∗

𝑡2

𝛽 𝛽

𝑡1
∗

𝑡1

GRC

GRC*

𝑝∗ 𝑝∗

𝑝 𝑝

𝑡2
∗

𝑡2

𝑡1
∗

GRC

GRC*

𝑝Intermedio

Figura 32. Pasos de la reacción de interferencia II. Las líneas punteadas separan la implicación invasora
de la receptora. A) Moléculas implicación involucradas Ip→α y Iβ→p. B) Paso de unión de toeholds. C)
Estado al término del paso de migracion de ramas de 3 vías que desplaza la hebra de cobertura derecha,
justo antes de iniciar la migración de 4 vías. D) Moléculas resultantes al término del paso de migración
de ramas de 4 vías: una nueva implicación Iβ→α y una molécula intermedia que eventualmente producirá
un complejo reactivo Cp (no mostrado en la imagen).

4.6.1.2. Interferencia Implicación-Proposición (IP)

Este tipo de reacción (IP) toma lugar entre una implicación invasora Ip→α y una pro-

posición receptora Pp (Figura 33). Procede de manera similar que la reacción de cruce

II en el paso de unión de toeholds (Panel B). En este caso, sin embargo, los pasos de

migración de ramas de 3 y 4 vías son reversible (Paneles C y D), lo cual significa que

la reacción global puede regresar al estado inicial en cualquier etapa antes del final. Al

término de la migración de ramas del segmento [p−GRC−p], la hebra con el fluoróforo

añadido de la detectora se intercambia con la consulta de salida Qp de la implicación.

Como producto se obtienen una hebra dsDNA inerte (desperdicio) y un complejo emi-

sor de fluorescencia (Panel E). Esta fluorescencia consistirá en una respuesta errónea

(falso positivo) si Qp no es derivada lógicamente en ninguna otra parte del programa.

En caso de que sí lo fuera, la respuesta se integraría a la fluorescencia ya producida

por una ruta de inferencia válida.



70

GRC

GRC*

+
F

Q

F

Q

F

Q

F

Q

+

A) B)

C)D)

E)
desperdicio

⇌

⇋

⇌

𝑝 𝑝

𝑡2
∗ 𝑡1

∗

𝑡2 𝛼

𝛼∗
𝛼

𝛼∗

𝑝 𝑝

𝑝∗ 𝑝∗ 𝑡1
∗

GRC

GRC*

𝕀𝑝→𝛼

ℙ𝑝

F
Señal 𝑝

𝑝

GRC

GRC*

𝛼

𝑡2
∗ 𝑡1

∗

𝑡2

𝑝

𝛼

𝛼∗ 𝛼∗
Q 𝑝∗ 𝑝∗

𝑝 𝑝GRC

GRC* 𝑡1
∗

𝑡1

⇂

Figura 33. Pasos de la reacción de interferencia IP. Las líneas punteadas separan la implicación invasora
de la proposición receptora. A) Moléculas involucradas, implicación Ip→α y proposición Pp. B) Paso de
unión de toeholds. C) Estado al término del paso de migracion de ramas de 3 vías del dominio p. D)
Estado al término del paso de migración de ramas de 4 vías. E) Moléculas resultantes: un complejo
dsDNA desperdicio y una molécula fluorescente.

4.6.2. Estimación de la propensión en MULTISTRAND

A partir de las simulaciones realizadas en MULTISTRAND, la Tabla 6 presenta las

cantidades de trayectorias exitosas (nexit) y fallidas (nfall), así como sus respectivos

tiempos promedio de finalización: E(Δtexit) y E(Δtfall) (segundos). Las reacciones QI tu-

vieron una notable mayor propensión de finalizar en estado exitoso que el resto de

las reacciones, aunque el tiempo promedio fue un orden de magnitud más lento que

QP. Otro resultado importante es que ninguna de las trayectorias para IP alcanzó una

terminación exitosa, lo que proporciona indicios de su baja propensión. Por otro lado,

al comparar QI contra II, puede observarse que ambas obtuvieron probabilidades simi-

lares de completarse. Sin embargo, el tiempo esperado para la reacción no deseada

fue cuatro órdenes de magnitud mayor que la diseñada.
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Tabla 6. Resultados de simulación de trayectorias para reacciones de un paso.

Reacción n nexit nfall E(Δtexit) (s) E(Δtfall) (s)
QP 1000 239 761 2.24e-4 5.65e-5
QI 1000 33 967 3.55e-5 2.41e-6
IP 1000 0 1000 NA 4.02e-3
II 1000 44 956 1.61e-1 8.37e-5

Con respecto a la simulación dividida por pasos, los resultados se muestran en la

Tabla 7. En este escenario se pudieron ejecutar una mayor cantidad de trayectorias,

a excepción del paso de migración de 4 vías en II. El paso de unión de toeholds tuvo

notoriamente más casos exitosos para las reacciones que involucran la molécula pro-

posición (QP e IP), que para las que tienen a la implicación como receptora (QI e II).

El segundo paso, tuvo tanto casos exitosos como tiempos promedio similares para las

cuatro reacciones. El tercer paso es que resulta de mayor interés en el análisis, pues

es el que corresponde a una migración de ramas de 3 vías en las reacciones progra-

madas y de 4 vías para las no programadas. Para las primeras, también finalizaron

exitosamente la gran mayoría de trayectorias. En contraste, para IP solo una de las

2400 trayectorias finalizó, y lo hizo con dos órdenes de magnitud más tiempo que QP

y QI. La reacción II, en cambio, terminó todas sus trayectorias. No obstante, su tiempo

promedio fue cuatro órdenes de magnitud mayor que las reacciones válidas. En gene-

ral, estos resultados sugieren que el paso de migración de ramas de 4 vías, introduce

una especie de barrera cinética a las reacciones de interferencia, particularmente pa-

ra IP. Además, la relación de los tiempos promedio entre migración de ramas de 3 y

4 vías, son consistentes para lo reportado por Panyutin y Hsieh (1994). Por lo tanto,

se podría inferir una respuesta mucho más rápida para las reacciones previstas del

modelo, que para las no planeadas.

4.6.3. Simulación masa-acción en DIZZY

En esta parte, nos interesamos en estimar el efecto de las dos reacciones no

deseadas en el contexto de programas lógicos específicos. Para esto, se consideró

de particular interés el programa E1, dado que presenta varias reacciones de este ti-

po. Usando las formas abreviadas de proposiciones de la Tabla 4, las interacciones II
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Tabla 7. Resultados de simulación de trayectorias para reacciones a nivel de dominios. (*) Debido al
costo computacional, se tuvo que simular menos trayectorias en este paso.

Paso n nexit nfall E(Δtexit) (s) E(Δtfall) (s)
Reacción QP

Unión toeholds 2400 578 1822 3.94e-5 5.05e-5
MR de 3 vías 2400 2388 12 2.43e-5 8.87e-5
MR de 3 vías 2400 2390 10 6.59e-5 1.06e-4
MR de 3 vías 2400 2389 11 8.25e-5 2.01e-4

Reacción QI

Unión toeholds 2400 103 2297 9.10e-5 8.51e-6
MR de 3 vías 2400 2395 5 2.16e-5 4.53e-5
MR de 3 vías 2400 2400 0 2.00e-5 –

Reacción IP

Unión toeholds 2400 669 1731 3.69e-5 6.82e-5
MR de 3 vías 2400 2395 5 2.33e-5 9.54e-5
MR de 4 vías 2400 1 2399 2.93e-3 1.65e-2
MR de 3 vías 2400 2400 0 2.00e-5 –

Reacción II

Unión toeholds 2400 113 2287 4.05e-5 9.80e-5
MR de 3 vías 2400 2393 7 2.13e-5 4.49e-5
MR de 4 vías 600(∗) 600 0 2.08e-1 –

son: Iq→p + I→q, Iq→p + I→q, Is→r + It→s, and Is→r + I→s; mientras que las reacciones IP

están dadas por: It→s+Pt, I→s+P, I→q+P, y I→q+P. Estas reacciones se agregan

al mismo modelo cinético de este programa que se obtuvo a partir de la compilación

en Visual DSD (Sección 4.4). Los resultados promedio de 20 simulaciones indepen-

dientes se presentan en las Figuras 34, 35, and 36; cada una correspondiendo a una

concentración base de  ={5, 10, 20} nM, respectivamente. Estas concentraciones

base representan el máximo de concentración alcanzable para las señales de salida

en cada caso. Las concentraciones iniciales se establecieron en 1 para todos los he-

chos y la consulta inicial (es decir, para It→s, I→s, I→q, I→q, and Qp); mientras que en

2 para las reglas generales (Iq→p and Is→r). Para analizar el efecto de las moléculas

combustible (Fp, Fq, Fr, and Fs), se simularon varios escenarios con concentraciones de

0.0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0 y 4.0 nM. Nótese que el escenario con 0.0 nM de combustible,

corresponde a la versión NCAT del programa.

En los tres casos de concentraciones base, se puede apreciar el compromiso que

se crea al incrementar el uso de moléculas combustible: mayor concentración mejora

la respuesta de las señales de inferencia positiva (X=Alejandro y X=Hércules); pero al
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mismo tiempo, empeora la señal de inferencia negativa (X=Sócrates), pues también

se incrementa. Esto se debe al efecto de los combustibles en las molécula subproduc-

to que se generan en las interferencias II, como se discutió anteriormente (Sección

4.6.1.1). La respuesta al incremento de combustible es drástica de cero a 0.4 nM,

causando un salto en la señal de falso positivo de aproximadamente 7.0, 4.8 y 4.6%;

para cada concentración base  ={5, 10, 20} nM, respectivamente. Sin embargo, este

impacto parece atenuarse gradualmente para sucesivas concentraciones de combus-

tible. Por ejemplo, nótese como el salto provocado por aumentar el combustible de

0.4 a 0.8 es mayor al del de doblar la concentración de 2.0 a 4.0 en las tres

figuras. También es interesante notar como la señal de inferencia negativa no se ve

significativamente influida por la interferencia IP sola (observe las curvas del escena-

rio NCAT en todas las figuras). Esto se debe a la baja propensión de la reacción de

cruce.

Por otro lado, de acuerdo a la ley de masa-acción, un incremento de la concentra-

ción base produciría un mejor desempeño general dentro de los tiempos de reacción

fijados. Este efecto significa que en regímenes de bajas concentraciones, se debe ex-

tender los tiempos de reacción para que las salidas se estabilicen alcanzando concen-

traciones aceptables. Las Figuras 82 y 83 (Anexo E) muestran este comportamiento en

bajas concentraciones de 500 y 50 pM, respectivamente.
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Figura 34. Efecto de las reacciones de cruce en el programa E1 a diferentes concentraciones de combus-
tibles. La consulta inicial es “Ejército(X)?”. A) Señal de salida X=Sócrates (inferencia negativa). B) Vista
ampliada del Panel A. C) Señal de salida X=Alejandro (inferencia positiva). D) Señal de salida X=Hércules
(inferencia positiva). En estas simulaciones la concentración base es  = 5nM (5000 moléculas).
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Figura 35. Efecto de las reacciones de cruce en el programa E1 a diferentes concentraciones de combus-
tibles. La consulta inicial es “Ejército(X)?”. A) Señal de salida X=Sócrates (inferencia negativa). B) Vista
ampliada del Panel A. C) Señal de salida X=Alejandro (inferencia positiva). D) Señal de salida X=Hércules
(inferencia positiva). En estas simulaciones la concentración base es  = 10nM (10000 moléculas).



76

A) B)

C) D)

M
o

lé
cu

la
s

M
o

lé
cu

la
s

M
o

lé
cu

la
s

M
o

lé
cu

la
s

Tiempo (s)Tiempo (s)

Tiempo (s) Tiempo (s)

Señal X=Sócrates

Señal X=Alejandro Señal X=Hércules

Señal X=Sócrates (ampliada)

Figura 36. Efecto de las reacciones de cruce en el programa E1 a diferentes concentraciones de combus-
tibles. La consulta inicial es “Ejército(X)?”. A) Señal de salida X=Sócrates (inferencia negativa). B) Vista
ampliada del Panel A. C) Señal de salida X=Alejandro (inferencia positiva). D) Señal de salida X=Hércules
(inferencia positiva). En estas simulaciones la concentración base es  = 20nM (20000 moléculas).
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Capítulo 5. Resultados y discusión: Representación de

lógica de doble riel basada en toeholds

En este capítulo, se introduce la codificación de doble toehold en correspondencia a

la lógica de doble carril. La adaptación aquí introducida permite implementar circuitos

lógicos con la mitad de los dominios representativos. Además de esta ventaja obvia en

cuanto a la escalabilidad, se demuestra que el desempeño de los circuitos se mejora,

al establecerse una especie de segmentación en la que las reacciones espurias se

dividen. Se presentan resultados de simulación de una compuerta, de un circuito que

calcula la raíz cuadrada de un número de cuatro bits y un circuito escalado con cinco

copias de este último reaccionando en paralelo.

5.1. Codificación básica doble toehold

Basados en la codificación de las compuertas sube-baja (Sección 1.5.2.1) y toman-

do inspiración en el trabajo de tesis de Velázquez Sánchez (2014), se propone una

modificación simple que consiste en usar dos toeholds, uno para manejar los “unos”

(T1) y otro para los “ceros” lógicos (T0).

La Figura 37 ilustra este cambio en el esquema sube-baja, para la implementación

de lógica de doble carril. Para cada tipo de molécula del modelo original de Qian y

Winfree (2009), se muestran las correspondientes posibilidades para el esquema de

doble toehold.

Como se puede observar, una molécula cable 1,5 tiene dos representaciones, con

los mismos dominios de reconocimiento pero con distinta secuencia de toehold, una

para la salida en estado “1” (1
1,5

) y otra para el estado “0” (0
1,5

). Lo mismo ocurre

para las moléculas umbral T5,7:7 y reportera Rep7. En el caso de las moléculas com-

puerta (i.e. G5:5,7, se tienen cuatro posibles representaciones para las combinaciones

de T1 y T0 de los toeholds en los extremos (T1T1, T0T0, T0T1 y T1T0). Note que los

superíndices en la notación de cada molécula indican los toeholds involucrados.
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Figura 37. Codificación utilizando doble toehold. En el lado izquierdo se muestran los bloques de cons-
trucción originales de Qian y Winfree (2009) y del lado derecho el esquema de doble toehold.

5.2. Implementación de compuertas de doble carril

A partir de las definiciones de los bloques de construcción en el esquema de doble

toehold, las reacciones para implementar las cuatro compuertas en lógica de doble

carril proceden de manera idéntica que el modelo original.

La Figura 38 ilustra la configuración para realizar la operación lógica NAND doble

carril, con esta codificación de doble toehold, agregando las compuertas umbral T1
5,7:7

y T0
5,7:7

a concentraciones de 0.6 y 1.2, respectivamente. Note que el resto de las
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Figura 38. Secuencia de reacciones para la compuerta NAND en doble toehold. Panel superior: operación
y0 = 11 AND 1

2
. Panel inferior: operación y0 = 01 OR 02. Dominios utilizados: {S0, S1, S2, S5, S7, S9}

compuertas básicas pueden implementarse haciendo los siguientes cambios, en co-

rrespondencia con la Figura 22:

Para la compuerta AND doble carril, se requiere intercambiar las salidas y0 y y1

respecto a la NAND doble carril. Esto es, reemplazar las compuertas amplificado-

ras G10
7:7,9

por G11
7:7,9

y G01
7:7,9

por G00
7:7,9

.

Para la compuerta OR doble carril, es necesario intercambiar las compuertas AND

y OR respecto a la AND doble carril. Es decir, intercambiar las concentraciones de

las moléculas umbral.

Para la compuerta NOR de doble carril, basta intercambiar las salidas y0 y y1,

respecto a la OR doble carril. Esto es, reemplazar las compuertas amplificadoras

G00
7:7,9

por G01
7:7,9

y G11
7:7,9

por G10
7:7,9

.

Una ventaja que se puede observar de inmediato con este esquema, es la reducción

en las secuencias necesarias, a la mitad de aquellas del modelo original (ver Figura

39). Otra observación importante, es que la operación molecular no se altera, respec-

to a la versión original ya experimentalmente demostrada, por lo que se espera que

el esquema modificado funcione al menos con la misma eficiencia. Adicionalmente, la

ventaja principal en la idea propuesta, es que se establece una segmentación en los
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Figura 39. Secuencia de reacciones para la compuerta NAND en el esquema original de Qian y Winfree
(2011). Panel superior: operación y0 = 1

1
AND 1

2
. Panel inferior: operación y0 = 0

1
OR 02. Dominios

utilizados: {S0, S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10}

circuitos, de manera que se espera que se reduzcan a la mitad las reacciones espurias

(reacciones improductivas en las que una molécula cable, se une por el toehold a mo-

léculas compuerta, umbral o reporteras, sin compartir el dominio de reconocimiento;

ver Figura 40).

Al consumir un tiempo manteniendo moléculas en un estado de no disponibilidad,

este tipo de reacciones afecta el desempeño de los circuitos. Este efecto es particular-

mente perjudicial en el caso de las moléculas umbral, dado que la abstracción digital

depende en buena medida de las concentraciones adecuadas, y por ende, de la dispo-

nibilidad de estas moléculas. Además, la extensión del toehold en estas compuertas

puede causar que algunos nucleótidos del dominio de reconocimiento izquierdo de la

molécula cable coincidan, haciendo más lenta su liberación o incluso provocando que

la reacción sea irreversible (ver Figura 41). En las siguientes secciones, se verificará el

efecto de estas reacciones en ambos diseños, mediante simulaciones cinéticas.
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Figura 40. Los cuatro tipos de reacciones no productivas de una molécula cable (1,5) con: compuerta
con toehold izquierdo (G2:2,3), compuerta con toehold derecho (G1,2:2), reportera (Rep4) y umbral (T2,3:3).

5.3. Simulación de compuertas básicas

En las Figuras 42 y 43 se muestran los resultados de simulación de una compuer-

ta NOR de doble carril en ambos esquemas: el original de Qian y Winfree (QW) y el

modificado con doble toehold (dToe).

Se puede apreciar el contraste de ambos escenarios de simulación. En primer lugar,

la respuesta en el primero es más lenta, lo cual es natural, dado que las reacciones

generales tardan más al ralentizar el paso hibridación de los toeholds y agilizar su

desunión. Además, esta simulación en el contexto de rápida desunión de toeholds,

minimiza las fugas para las salidas en estado lógico “0”. Dado que las moléculas cable

duran menos tiempo unidas a los distintos complejos, el efecto de las reacciones no

productivas también se minimiza. Como resultado, las señales de salida en ambos

esquemas son muy similares, aunque ligeramente con mejor eficiencia en los estados

“1” para el sube-baja original.

En el escenario de simulación con constantes normales, en cambio, las salidas re-

quieren menos tiempo para alcanzar niveles de saturación. Las salidas en estado “1”
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Figura 41. Reacciones no productivas en compuertas umbral. El toehold extendido (s∗
2

, en este ejemplo)
podría compartir algunos nucleótidos con el dominio de reconocimiento (S1, en este caso) de la molécula
cable, lo que retardaría la desunión para liberar las moléculas.

muestran un ligero pero observable mejor comportamiento en el esquema de doble

toehold. No obstante, las salidas en estado “0” también se elevan más que su con-

traparte, lo cual es indeseable. Para ambos esquemas, estas salidas tienen conside-

rablemente mayores fugas, particularmente para las entradas 01 y 10, dado que la

configuración de constantes le confiere mayor propensión también a las reacciones

espurias. La razón de que en estos casos sean mayores es que la salida y1 correspon-

de a la operación AND entre las entradas 0
1

y 0
2
. Si consideramos que estas entradas

suman una concentración aproximada de 1.0, la cual es muy cercana a la concen-

tración del umbral (1.2, para la función AND), aunado además a la condición de que

las reacciones improductivas mantienen una parte de las moléculas umbral en estado

de indisponibilidad, resulta evidente que una mayor parte de la suma reaccione con la

compuerta amplificadora, elevando la concentración de salida final y1.

5.4. Simulación de circuitos lógicos de mayor escala

Como caso de referencia se seleccionó el circuito que calcula b
p
nc, donde n es un

número de cuatro bits 4321 (Qian y Winfree, 2011). Tal circuito es, a la fecha, el

de mayor escala implementado usando reacciones de desplazamiento de hebras en

laboratorio. La Figura 23 muestra dicho circuito en lógica AND-OR-NOT y su correspon-

diente representación con lógica de doble carril.

La Figura 84 (Anexo F) ilustra la representación abstracta del circuito tal como fue

introducida en Qian y Winfree (2009). Tomando la misma idea para los circuitos modifi-

cados con doble toehold, la Figura 44 muestra su representación abstracta equivalen-
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Figura 42. Simulación de compuerta NOR en Visual DSD. Escenario de simulación con constantes de
unión lenta y desunión rápida.

te. Observe como en ambas representaciones, la disposición de los nodos abstractos

coincide con las compuertas del circuito mostrado en la Figura 23. Los nodos sombrea-

dos en el diagrama abstracto doble toehold representan compuertas con toehold T0,

mientras que los blancos representan compuertas T1. Los nodos que aparecen con una

parte sombreada y otra blanca, indican que se realiza un cambio de toehold (es decir,

la compuerta amplificadora es de la forma G01
:,j

o G10
:,j

). Observe que tales cambios de

toehold se requieren en las compuertas que tienen inversión (NAND y NOR).

El modelo químico correspondiente para la simulación de este sistema (sin con-

siderar las reacciones de fuga (leakage), así como las constantes de reacción y una

simplificación para reducir la cantidad de reacciones no productivas fueron tomadas

según lo sugerido en el material suplementario de Qian y Winfree (2011).
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Figura 43. Simulación de compuerta NOR en Visual DSD. Escenario de simulación con constantes nor-
males.

Tal simplificación fue indispensable puesto que la cantidad de reacciones impro-

ductivas que se generan en el circuito es muy grande, lo que genera un alto costo

computacional para los simuladores estocásticos y aún para los determinísticos.

Las Figuras 45 a 48 muestran los resultados de la simulación determinística de los

modelos originales (QW) y doble toehold (dToe) con los parámetros especificados, in-

cluyendo las 16 entradas posibles (4321 = 0000 − 1111). Todas las simulaciones

se realizaron utilizando una concentración base de Z = 50 nM, por lo que idealmente

el estado lógico “1” debe estar en el intervalo 45 − 50 nM y el estado lógico “0” en

0− 5 nM de concentración. En primera instancia, el comportamiento cinético de estas

simulaciones está en concordancia con los resultados experimentales y simulados del

artículo original (Qian y Winfree, 2011). Es notable como en todos los casos, la res-
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Figura 44. Representación abstracta equivalente del circuito para calcular la raíz cuadrada de un número
de cuatro bits en el esquema modificado doble toehold.

puesta en nivel alto para la salida y1 tiene siempre un retraso con respecto a y2. Por

ejemplo, para la entrada 0001, observe las salidas en alto y1
1

y y0
2
. Esto es consecuen-

cia de la naturaleza del circuito, ya que las salidas para y1 (y0
1

y y1
1
) se calculan a partir

de varias compuertas en cascada, mientras que y0
2

y y1
2

solamente requieren una (ver

Figura 23).

En los 16 casos, las salidas que corresponden a los estados altos, alcanzaron la

concentración máxima (ideal) en el tiempo de simulación (10 horas). De manera ge-

neral, se puede distinguir como las salidas para estos estados resultaron mejor para

el modelo doble toehold. Observe también que las salidas en estado bajo presentan

un comportamiento que se sale del intervalo ideal para ese estado lógico en todos los

casos (con excepción de la entrada 0000). En estas salidas, es notable como el error

es considerablemente menor para el modelo doble toehold. Por ejemplo, en la Figura
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Figura 45. Resultados de simulación del circuito para calcular la raíz cuadrada de un número de cuatro
bits. Las cuatro gráficas corresponden a las entradas 0000 a 0011.

46 donde las salidas y0
2

son cero en los cuatro casos, la concentración final para esta

señal resultó en aproximadamente el 60% de la del modelo original QW.

Este tipo de fugas en los estados lógicos bajos, son consecuencia de las reacciones

improductivas, principalmente sobre las moléculas umbral. Este efecto es mayor en

las compuertas simples AND, cuando las entradas son 01 o 10. Observe que ese es

el caso en las entradas de la Figura 46, dado que la salida y0
2

se calcula a partir de

la función 0
3

AND 0
3

(ver circuito de doble carril en Figura 23). Así, a pesar de que

esta salida se calcula directamente, sin cascadas de compuertas, se ve afectada por

el efecto de estas reacciones espurias. Otros casos críticos en este sentido, son para

las entradas 1001, 1010 y 1011 (Figura 47). En todos ellos, además de y0
2
, la salida y0

1

debe ser baja. Analizando el circuito doble carril de la Figura 23 junto con las entradas,
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Figura 46. Resultados de simulación del circuito para calcular la raíz cuadrada de un número de cuatro
bits. Las cuatro gráficas corresponden a las entradas 0100 a 0111.

uno puede comprobar que la compuerta AND que está justo antes de la salida, también

recibe entradas opuestas 01 en las tres entradas mencionadas.

De esta manera, resulta intuitivo pensar que en circuitos a mayor escala aumen-

taría el efecto de las reacciones no productivas. Para probar este efecto, se simuló un

circuito que consiste en cinco copias del circuito para calcular la raíz cuadrada, ope-

rando cada uno de forma independiente y paralela. En efecto, al aumentar la concen-

tración de moléculas cable y de las demás compuertas, se aumenta la tasa efectiva de

las reacciones espurias. La Figura 49 muestra los resultados de simulación para este

circuito escalado con la entrada 1111, a una concentración base Z = 50 nM. El tiem-

po de simulación se duplicó para poder observar la evolución cinética de las salidas

hasta el final. Las salidas mostradas corresponden a uno de los cinco circuitos (que
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Figura 47. Resultados de simulación del circuito para calcular la raíz cuadrada de un número de cuatro
bits. Las cuatro gráficas corresponden a las entradas 1000 a 1011.

mantuvieron un comportamiento casi idéntico).

Notablemente, la evolución de las salidas en estado alto y1
2

y y1
1

presenta una ma-

yor separación en los dos modelos, con respecto a la que se obtenía en un solo circuito

(Figura 48), lo cual sugiere que el efecto positivo de la segmentación del modelo de

doble toehold se acentúa con circuitos de mayor complejidad. Aún más importante, el

error en las señales en estado bajo se contiene en mayor medida. En este ejemplo, la

salida y0
1

se eleva hasta cerca de los 30 nM de concentración (casi 60% de la máxima

concentración) en el tiempo simulado (y mantiene una pendiente de crecimiento). En

cambio, la misma salida en el modelo de doble toehold, asciende más lentamente has-

ta aproximadamente los 18 nM (36% de la máxima concentración), para mantenerse

en un estado casi estable al final de la simulación.
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Figura 48. Resultados de simulación del circuito para calcular la raíz cuadrada de un número de cuatro
bits. Las cuatro gráficas corresponden a las entradas 1100 a 1111.

La tasa efectiva de las reacciones espurias se puede controlar reduciendo las con-

centraciones en el sistema (Qian y Winfree, 2011). Este impacto se puede verificar en

la Figura 50, que muestra los resultados del circuito quintuplicado a una concentración

base de 10 nM. En este escenario, la concentración de la salida problemática y0
1

en

el modelo original QW, se contiene en aproximadamente 1.8 nM, lo cual representa

el 18% de la concentración base; y se mantiene con una pendiente de ascenso ca-

si plana. En el modelo doble toehold, esta salida se mantiene al final cercana a los

1.2 nM (12% de la concentración base), para estar cerca de la frontera del nivel ló-

gico que le corresponde (10%). A pesar de esta corrección considerable en el error,

es evidente que a medida que el circuito crece en complejidad, tiene que reducirse la

concentración base en la misma proporción, por lo que existe un límite físico en esta

medida.
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Figura 49. Resultados de simulación del circuito que contiene cinco copias del circuito de la Figura 23)
operando de forma paralela. La concentración base es de Z = 50 nM.
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Figura 50. Resultados de simulación del circuito que contiene cinco copias del circuito de la Figura 23)
operando de forma paralela. La concentración base es de Z = 10 nM.
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Capítulo 6. Conclusiones y trabajo futuro

La presente investigación introduce algunos aportes en el área del cómputo bio-

molecular en dos paradigmas de cómputo: la inferencia lógica y los circuitos lógicos

moleculares.

Por un lado, se presenta un nuevo sistema para la resolución de programas lógicos

a nivel molecular basados en el mecanismo de desplazamiento de hebras de ADN.

El sistema diseñado codifica reglas y hechos en ADN para realizar rutas de inferen-

cia hacia adelante o hacia atrás, para responder una consulta inicial. La codificación

permite que las entradas actúen como agentes catalizadores sobre diferentes com-

puertas de implicación, liberando las hebras de salida sin agotarse. Esta característica

constituye la principal brecha en investigación abordada en el presente estudio, dado

que con este aporte se podría potencialmente superar al estado del arte consideran-

do aplicaciones en regímenes de bajas concentraciones, donde la sensibilidad de los

dispositivos es un tema relevante (Shi et al., 2016; Graybill y Bailey, 2016).

Adicionalmente, se diseñó un procedimiento simple para verificar la viabilidad ter-

modinámica de los motivos del modelo. Tal procedimiento produjo secuencias ade-

cuadas para la construcción de moléculas termodinámicamente estables. También se

verificó el comportamiento cinético con reacciones de interferencia inherentes al mo-

delo. Tales reacciones contienen un paso de migración de ramas de 4 vías, la cual

parece introducir una barrera cinética que se deriva en una baja propensión de las

interferencias con respecto a las reacciones diseñadas. Como consecuencia, los resul-

tados de simulación sugirieron que aún con estas reacciones, las señales de salida

ofrecen una clara distinguibilidad entre inferencias positivas y negativas.

Comparando los resultados de simulación aquí obtenidos contra los experimentales

de Ran et al. (2009) en los mismos casos de prueba, se pudo observar que el esquema

propuesto es competitivo. Además, dos ventajas directas sobre tal trabajo son la capa-

cidad de representar una mayor cantidad de variables (dominios largos de 15 o más nt

contra extremos pegajosos de 4 nt) y estar basado en un mecanismo libre de enzimas.

Esto último le confiere una mayor posibilidad de ser aplicado en ambientes in vivo,

dado que las enzimas requieren condiciones más controladas de operación. Con res-

pecto a la propuesta de Sainz de Murieta y Rodríguez-Patón (2012), quienes también
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se basan en desplazamiento de hebras, una ventaja es la ya mencionada capacidad

catalítica del modelo aquí propuesto. Además, dado que su codificación de variables

consiste en dos toeholds concatenados — cuya longitud es crucial en el desempeño

cinético de los dispositivos basados en desplazamiento de hebras — existe un límite

menor en la representación de variables.

Por otro lado, se incluyó una propuesta para mejorar el estado del arte en circuitos

lógicos moleculares, particularmente la compuerta sube-baja (Qian y Winfree, 2011),

que ha sido ya objeto de estudio en otras investigaciones en las que se han propuesto

algunas modificaciones para la reusabilidad de las compuertas (Song et al., 2017; Esh-

ra et al., 2019) y la minimización de las reacciones de fuga (Song et al., 2018). En el

presente trabajo se planteó el uso de dos toeholds para manejar las señales en estado

bajo y alto en la lógica de doble carril. La ventaja inmediata de dicha medida reper-

cute en la escalabilidad, dado que requiere la mitad de dominios representativos, con

respecto al esquema original. Aunque para los circuitos considerados a la fecha, esta

ventaja no resulta de gran trascendencia (al requerir solamente algunas decenas de

dominios), en el futuro sí podría resultar crucial para la implementación de circuitos de

mayor complejidad. Además, bajo este esquema, la dualidad de los toeholds produce

una segmentación que divide las reacciones no productivas (causantes principales de

fugas en las señales en estado bajo), minimizando así su impacto. Los resultados de

simulaciones mostraron mejores comportamientos del esquema modificado y sugieren

que el impacto podría ser mayor en circuitos a mayor escala que el contemplado.

A continuación, se expone un número de perspectivas para la mejora de lo obtenido

en el presente documento.

Aunque los resultados de simulación son ampliamente aceptados como una bue-

na aproximación al comportamiento de los sistemas en la realidad, se sugiere se

realice una validación experimental en condiciones reales.

En el diseño de las moléculas implicación del Capítulo 4, el detalle de las reac-

ciones de interferencia se debe al segmento colgante que contiene un toehold.

Algunas posibilidades de eliminar esas reacciones serían secuestrar el toehold en

el segmento, ya sea en una horquilla, uniéndolo a la hebra base o cubriéndolo

con una hebra complementaria para liberarlo en otra reacción de intercambio de
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toeholds con una molécula especialmente diseñada para ello. Todas estas posi-

bles soluciones requieren el diseño de nuevos métodos para probarlas, dado que

su implementación conlleva a que la molécula implicación tenga una estructura

con pseudo-nudos, lo que no es manejado por los simuladores actuales.

Una característica que está cobrando auge en el área de investigación, es la re-

utilización de los dispositivos. Así, un buen punto de mejora consiste en diseñar

mecanismos que, una vez realizado el cómputo, recuperen las moléculas origina-

les (esto es, una especie de “reinicio” del sistema).

Al igual que el diseño del que se tomó inspiración (Ran et al., 2009), el modelo de

programación lógica aquí presentado se limita a predicados unarios. Un siguiente

paso para dotar de mayor poder expresivo a estos esquemas es considerar pre-

dicados binarios o incluso n-arios. Además, para superar esta limitación, se debe

diseñar una forma de implementar la sustitución de variables (instanciación). A la

fecha solamente ha habido propuestas teóricas que abordan esta cuestión (Miha-

lache, 1997; Kobayashi, 1999; Uejima et al., 2002).
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Anexo A

Implementaciones en Visual DSD.

Figura 51. La sección de encabezado para todos los programas en Visual DSD
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Figura 52. Implementación del programa E1 con la consulta inicial “Academia(X)”. La versión NCAT no
incluye moléculas combustible.

Figura 53. Implementación del programa E2 con la consulta inicial “Feliz(Maslow)”. La versión NCAT no
incluye moléculas combustible.
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Figura 54. Implementación del programa E3. La versión NCAT no incluye moléculas combustible.
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Figura 55. Proceso de encadenamiento hacia atrás para el Ejemplo E1 con la consulta inicial “¿Quién es
apto para el ejército?”. Al final del proceso, el sistema responde “Alejandro” y “Hércules”. Las moléculas
no reactivas aparecen en el rectángulo sombreado. Las reacciones de repostaje se omiten.
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Figura 56. Resultados de simulación para el ejemplo E1 con la consulta inicial “¿Quién es apto para el
ejército?”. A) Comportamiento cinético de las consultas. B) Comportamiento cinético de las señales de
salida. Los marcadores triangulares y circulares indican el modo CAT y NCAT, respectivamente.
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Anexo B

Resultados de simulaciones termodinámicas a nivel de tubos.

Todas las imágenes fueron generadas con la versión NUPACK online (www.nupack.org)

Figura 57. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación It→s (que
corresponde al hecho Sabio(Sócrates)) del programa E1.
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Figura 58. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación I→s (que
corresponde al hecho Sabio(Alejandro)) del programa E1.

Figura 59. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación I→q (que
corresponde al hecho Fuerte(Alejandro)) del programa E1.
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Figura 60. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación I→q (que
corresponde al hecho Fuerte(Hércules)) del programa E1.

Figura 61. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación Is→r (que
corresponde a la regla Sabio(X)→Academia(X)) of program E1.



108

Figura 62. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación Iq→p (que
corresponde a la regla Fuerte(X)→Ejército(X)) del programa E1.

Figura 63. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación I→ (que
corresponde al hecho enamorado(Maslow)) del programa E2.
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Figura 64. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación I→y (que
corresponde al hecho Adinerado(Maslow)) del programa E2.

Figura 65. Estructura secundaria MFE con las probabilidades por base para la implicación I∧y→z (que
corresponde a la regla Enamorado(X)∧Adinerado(X)→ Feliz(X)) del programa E2.
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𝑆𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔(𝑋) → 𝑇𝑜𝐴𝑟𝑚𝑦(𝑋)

𝑊𝑖𝑠𝑒(𝑋) → 𝑇𝑜𝐴𝑐𝑎𝑑𝑒𝑚𝑦(𝑋)

𝑋 = 𝑆𝑜𝑐𝑟𝑎𝑡𝑒𝑠 → 𝑊𝑖𝑠𝑒(𝑋)

𝑋 = 𝐴𝑙𝑒𝑥𝑎𝑛𝑑𝑒𝑟 → 𝑊𝑖𝑠𝑒(𝑋)

𝑋 = 𝐴𝑙𝑒𝑥𝑎𝑛𝑑𝑒𝑟 → 𝑆𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔(𝑋)

𝑋 = 𝐻𝑒𝑟𝑐𝑢𝑙𝑒𝑠 → 𝑆𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔(𝑋)

Figura 66. Concentraciones en equilibrio arrojadas por NUPACK a 37◦C. Las concentraciones de entrada
fueron 10 nM para todas las hebras. El análisis produjo concentraciones marginales de moléculas basura
para las seis implicaciones del programa E1. A 25◦C, todas las hebras se consumieron en la molécula
implicación deseada. Resultados similares se obtuvieron para el programa E2 (no incluidos).
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Anexo C

Simulaciones en MULTISTRAND.

Tabla 8. Configuración de parámetros de MULTISTRAND. (∗) Todas las reacciones en el escenario de “un
paso” y las trayectorias para el paso de unión del escenario “por pasos” se simularon en el modo de
simulación (simulation_mode) First Step. Para el resto de los pasos en el escenario “por pasos” se utilizó
el modo First Passage.

Parámetro Valor
simulation_mode “First Step”/“First Passage”(∗)

parameter_type “Nupack”
substrate_type “DNA”
rate_method “Metropolis”
simulation_time 10.0 s
dangles “Some”
temperature 25◦C
rate_scaling “Calibrated”

Tabla 9. Secuencias de los dominios utilizadas en las simulaciones MULTISTRAND.

Dominio Secuencia
t1 CCTATT
t2 CATCG

GRC CCCTTACCCAACCCAATCCC
p CTAAAATCTACCATACTAAA
q TTTCACTATAATCTTCATCC
 CCCTTACCCAACCCAATCCC

Figura 67. Implementación de trayectorias para la reacción de un solo paso QP.

Figura 68. Implementación de trayectorias para la reacción de un solo paso QI.
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Figura 69. Implementación de trayectorias para la reacción de interferencia de un solo paso IP.

Figura 70. Implementación de trayectorias para la reacción de interferencia de un solo paso II.
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Anexo D

Modelo para simulación con reacciones de interferencia en DIZZY.

Figura 71. Configuración de parámetros e inicialización en Dizzy.
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Figura 72. Definición de reacciones QI en Dizzy.



115

Figura 73. Definición de reacciones de repostaje y QP en Dizzy.
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Figura 74. Definición de reacciones no productivas en Dizzy.
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Figura 75. Definición de reacciones no productivas en Dizzy (continúa).
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Figura 76. Definición de reacciones no productivas en Dizzy (continúa).
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Figura 77. Definición de reacciones no productivas en Dizzy (continúa).
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Figura 78. Definición de reacciones no productivas en Dizzy (continúa).

Figura 79. Definición de reacciones de interferencia en Dizzy.
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Figura 80. Definición de reacciones QP producidas como consecuencia de las reacciones de interferen-
cia.
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Figura 81. Definición de reacciones no productivas producidas como consecuencia de las reacciones de
interferencia.
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Anexo E

Simulaciones a bajas concentraciones.
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Figura 82. Cinética de las señales de salida en el programa E1 a bajas concentraciones (1 = 0.5 nM).
Las moléculas combustible están presentes a 2. El tiempo considerado para la simulación está escalado
en la misma proporción de la que se reduce la concentración.
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Figura 83. Cinética de las señales de salida en el programa E1 a bajas concentraciones (1 = 0.05 nM).
Las moléculas combustible están presentes a 2. El tiempo considerado para la simulación está escalado
en la misma proporción de la que se reduce la concentración.
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Anexo F

Compuertas sube-baja.

Figura 84. Representación abstracta del circuito para calcular la raíz cuadrada de un número de cuatro
bits de Qian y Winfree (2011).
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