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Resumo

Computagao Molecular representa um modelo
poderoso de computagao nao-convencional, cu-
jas caracteristicas principais sao nao-determinismo
e paralelismo, importantes para abordar certas
classes de problemas computacionalmente dificeis.
Este trabalho apresenta um modelo generalizado
de computagao molecular via regulagao de circuitos
génicos em plasmideos que permite, em particu-
lar, a computacao de funcoes de vdrias varidveis
booleanas.

Palavras-chave: Circuitos Génicos, Computacao
baseada em Plasmideos, Computagdo Molecular,
Computagao Nao-Standard.

1 Introducao

A Computagao Molecular apresenta-se como um
novo paradigma de computagao, que utiliza proces-
sos moleculares para realizar computacao. Desde
o surgimento do paradigma, através do trabalho
pioneiro de Adleman[2], muitos modelos que ex-
ploram alternativas computacionais dos dcidos nu-
cléicos RNA e DNA, membranas, plasmideos e
quimica supra-molecular tém sido propostos. Adi-
cionalmente, vdrios problemas computacionalmente
dificeis tais como o Problema do Circuito Hamil-
toniano Orientado ou o Problema da Satisfazibil-
idade Booleana(SAT) ja possuem algoritmos efi-
cientes no contexto molecular. Nao-determinismo,
paralelismo e, principalmente, baixo consumo de
energia sao algumas das atragoes naturais do am-
biente molecular e é de grande interesse computa-
cional o desenvolvimento de modelos e algoritmos
que alcancem grandes classes de problemas para o
paradigma.

Recentemente, surgiu o conceito de circuito
génico em Computacao Molecular, que disponibi-
liza, a grosso modo, um suporte de hardware mole-
cular para operagoes booleanas bédsicas como AND,
OR e NOT. Virias construgbes bioquimicas, como
os operons, tornaram-se candidatas em potencial

para implementacao destes circuitos tanto in wvivo
quanto in wvitro. Em particular, ja existem re-
des de operons disponiveis para se calcular func¢oes
booleanas de duas varigveis a um valor booleano.

Este trabalho apresenta um modelo de com-
putacao molecular generalizado, que utiliza se-
qiiéncias de circuitos génicos separados por enzi-
mas de restricao e alojados em estruturas de plas-
mideos, que permite computagbes seqiienciais e
paralelas. Em particular, é apresentado um resul-
tado que torna possivel a computagao molecular de
funcoes de varias varidveis booleanas a vérios val-
ores booleanos.

2 Bases da Biologia Molecular

Biologia Molecular representa um dos ramos mais
progressistas da Biologia Celular, onde as di-
mensoes dos objetos de estudo sao menores que
Inm. Neste contexto, a abordagem das es-
truturas é cerceada por ferramentas bioquimicas,
fisico-quimicas e advindas das quimicas macro-
moleculares e coloidais.

Além do meio aquoso, rico em propriedades fisico-
quimicas, os dcidos nucléicos DNA e RNA repre-
sentam alguns dos principais objetos de interesse
da Biologia Molecular. Tais &dcidos sao macro-
moléculas formadas a partir do encadeamento de
moléculas menores, denominadas aminodcidos que,
por sua vez, sao formadas por unidades ainda
menores chamados nucleotideos. Um conjunto bas-
tante reduzido de bases—Adenina(A), Timina(T),
Citosina(C), Guanina(G) e Uracila(U)— forma o al-
icerce primordial de construgao dos acidos nucléi-
COS.

O DNA ¢é o container fundamental das in-
formagoes genéticas. Estas informagoes podem
ser propagadas através de um mecanismo de
copia, chamado replicagio de DNA, ou induzir
um processo denominado transcri¢cdo, que consiste
na formagdo de seqiiéncias de RNA a partir de
seqiiéncias-molde de DNA. A partir destas seqiién-
cias de RNA, ocorre o processo da tradugao, que



configura o mecanismo de sintese protéica a partir
de seqiiéncias especificas de aminodcidos presentes
no RNA. A tripla replicagao-transcri¢ao-tradugao é
conhecido como o dogma central da Biologia Mole-
cular.

Em particular, a sintese protéica pode gerar
proteinas fluorescentes como, por exemplo, uma
GFP(Green Fluorescent Protein) para sinalizar a
ocorréncia de algum mecanismo regulatério de tran-
scricdo. Um mecanismo regulatério de transcricao
normalmente estd associado a seqiiéncias de nu-
cleotideos bem-definidas, denominadas operons, que
serdao descritos detalhadamente na Secéo 4. Oper-
ons sao manipulados, normalmente, dentro de ve-
tores denominados plasmideos.

Plasmideos sao moléculas circulares de DNA que
tém uma existéncia independente numa célula bac-
teriana. Todos os plasmideos possuem, pelo menos,
uma seqiiéncia da DNA, a qual é capaz de atuar
como uma origem de replicacao. A Figura 1 mostra
um exemplo de plasmideo:
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Figura 1: Mapa de restrigdo do plasmideo pUC19,
formado por 2686 pares de bases.

Plasmideos sao capazes de se multiplicar no in-
terior de uma célula de maneira independente do
cromossomo bacteriano principal. Assim, podem
funcionar como veiculos para clonagem génica. At-
ualmente, é possivel projetar e construir plasmideos
bioquimicamente ou comprar kits genéricos de em-
presas de gendmica/protedmica para fins especifi-
COS.

3 Computagao Molecular

Computagao Molecular refere-se a um novo para-
digma de computacao, que utiliza processos mole-
culares como processos computacionais. Muitos
destes processsos sao nao-deterministicos e al-
tamente paralelos, o que os tornam muito in-
teressantes para abordagem de problemas com-
putacionalmente dificies, como os problemas NP-
Completos ou NP-Dificeis.

O paradigma foi iniciado com o trabalho sem-
inal de Adleman|2], que propds uma solugao efi-
ciente para o problema do Circuito Hamiltoniano
Orientado, bem-conhecido como um problema NP-
Completo(Garey e Johnson[6]), usando manipu-
lagoes bioquimicas(annealing e ligagdo) em fitas
simples de DNA. Este trabalho introduziu uma &rea
de intensa pesquisa dentro da Computagdo Molec-
ular, denominada computacao baseada em DNA.
Vérios problemas NP-Completos ja possuem pro-
postas de solugoes eficientes, baseadas em com-
putacao com DNA. Surveys bastante completos da
drea podem ser encontrados em Paun et al.[l11],
Hagiya[7] e Rubin e Wood[13]. Além de vérios
trabalhos na édrea de splicing systems(Freund et
al.[5]), existem avangos recentes nos modelos de
moléculas de DNA vinculadas a superficies(Su e
Smith[14]), baseados em principios termodinami-
cos(Tanaka et al.[15]) ou para fins de computagao
estocdstica(Adar et al.[1]).

Outros elementos moleculares como RNA, mem-
branas e plasmideos também podem ser utilizados
como objetos computacionais. A linha de com-
putacao baseada em RNA foi iniciada pelo trabalho
de Faulhammer et al.[4], cuja extensdo do mod-
elo de computagao baseada em DNA para molécu-
las de RNA permitiu uma abordagem general-
izada para problemas de satisfazilibilidade (SAT,
3-SAT, dentre outros). Uma linha de progra-
macao genética bastante poderosa para propdsi-
tos bindrios, baseada em sinalizagdo por RNA-
mensageiros, foi proposta por Weiss[19] e consiste
num forma disciplinada de se formar circuitos géni-
cos, cuja atuacao é mediada por processos regu-
latérios. Estes processos regulatérios normalmente
envolvem operons bem conhecidos como os oper-
ons lac(lactose), trp(triptofano), ara(arabinose) e
lux(luciferase).

Computagdo com membranas, também con-
hecida por P Systems, foi iniciada por Paun|[11]
e define um modelo de computacao baseado na
maneira em que células vivas processam compos-
tos quimicos dentro de suas vdrias regices. Cada
regiao é limitada por uma estrutura de memebrana
e objetos evoluem dentro de uma regiao de acordo
com regras pré-estabelecidas. Algumas regras pos-
siveis incluem dissolugao, divisao, criagdo ou movi-
mento de membranas e formam uma linguagem for-
mal bastante poderosa para computacoes. Trabal-
hos recentes nesta linha de computacao podem ser
encontradas em Bernardini et al. [3].

Finalmente, existe a linha de computagao
baseada em plasmideos. O trabalho de Head et
al.[8], inspirado na proposta de Ouyang et al.[10],
iniciou a estruturagao de plasmideos para propdsi-
tos computacionais e apresentou um algoritmo efi-
ciente para computar o nimero cardinal de um
subconjunto independente maximal para um con-
junto de vértices de um grafo. Neste trabalho,



um modelo especifico de plasmideo foi construido
e era composto de determinadas seqiiéncias de
DNA(stations) , delimitadas por pares de sitios en-
ziméaticos de restricdo. Apds procedimentos bio-
quimicos de cortes e jungoes, novos plasmideos eram
formados, dos quais a solugao para o problema foi
obtida. As sequéncias de DNA utilizadas por Head
tinham o propdsito exclusivo de representar infor-
magoes do grafo e ndo expressavam poder computa-
cional. O modelo do presente trabalho propoe algo
mais poderoso: utilizar como seqiiéncias operons
generalizados, separados por sitios enzimaticos de
restrigao.

4 Operons Generalizados

O modelo operon foi proposto por Jacob e Monod[9]
e formaliza os mecanismos bésicos de regulagao de
expressao génica. Um operon simples é formado por
uma seqiiéncia especifica composta de um promo-
tor, um operador e um gene que define a expressao.
O promotor tem a fungao de indicar o inicio do
processo de transcrigao, enquanto que o operador
estd vinculao aos mecanismos de regulagao. Nor-
malmente, os trés componentes do operon sao ar-
ranjados conforme o esquema abaixo:

Promotor | Operador Gene

Figura 2: Modelo bédsico de um operon

A expressao do gene é realizada por mediagao de
uma enzima denominada RNA polimerase(RNAp).
Esta enzima acopla-se ao promotor e, se o operador
nao estiver inibido, realiza a transcricao do gene
para um RNA mensageiro que, posteriormente, serd
traduzido para uma proteina especifica. Um operon
pode funcionar como uma porta légica devido & at-
uacao de indutores e repressores. O indutor nor-
malmente funciona como um controle positivo, isto
é, na sua presenca o gene é expresso. J4d o repressor,
normalmente inibe a expressao do gene, pois liga-
se ao operador impedindo a transcricao do gene,
funcionando como um controle negativo. Os con-
troles positivo e negativo podem se inverter em al-
guns tipos de operons.

A tabela abaixo ilustra um exemplo de operon,
onde estd representa a agao de indutores e repres-
sores na expressao génica:

Repressor(R) | Indutor(I) | Expressao Génica
Nao Nao Sim
Nao Sim Sim
Sim Nao Nao
Sim Sim Sim

Nao ¢ dificil observar que a tabela anterior cal-
cula a fungdo booleana IMPLICA, ou seja, define
uma porta légica, denominada de circuito génico.
De um ponto de vista mais formal, um operon
pode ser visto como uma fun¢ao booleana de duas
varidveis booleanas o : Bool x Bool — Bool,
onde Bool = {0,1}. Matematicamente, existem
oito operons possiveis com esta visao, mas nem to-
das estas combinacoes formais possuem um mapea-
mento direto para um tnico operon. Por outro lado,
Weiss[19] mostrou um resultado bastante forte ac-
erca de circuitos génicos:

Teorema 1 [Weiss/Toda fungdo de duas var-
1dveis booleanas a uma varidvel booleana pode ser
computada através de circuitos génicos.

Este resultado é bastante importante, pois muitos
problemas computacionais podem ser reduzidos a
céalculos envolvendo funcgoes booleanas. No final
deste trabalho, o resultado de Weiss sera estendido
para fungoes com vérias varidveis booleanas a varias
varidveis booleanas.

A partir da definigdo béasica de operon, constroéi-
se a nocao de operon generalizado:

Definicao 1 Um operon generalizado de tipo (r, k),
denotado por o, com r niveis de regulacdo e
k genes de expressao, é qualquer funcao booleana
ork:Bool — Bool*.

E fécil observar que existem 2" t*operons gener-
alizados possiveis. Porém, ressalta-se novamente
que nem todas as possibilidades sao passiveis de
implementagao bioquimica. Neste modelo gen-
eralizado, o operon lac estudado por Jacob e
Monod[9] seria um operon de tipo (2,3), pois ex-
istem dois niveis de controle, a lactose(indutor)
e o repressor lac, e trés genes de expressdo (en-
zimas [-galactosidase(LacZ), permease(LacY) e a
transacetilase(LacA)). O operon triptofano (Voet
e Voet[16]), outro exemplo importante em mecan-
ismos de regulacao, seria um operon do tipo (2,5),
pois é induzido pelo dcido 3-S-indolacrilico, reprim-
ido pelo triptofano e existem cinco genes de ex-
pressao.

5 Redes de Simulacao

A cada sistema bioquimico, é possivel associar uma
equacao diferencial ordindria. Normalmente, sao
utilizados os chamados Sistemas S (Voit[18]), que
permite descrever mudangas temporais em um sis-
tema bioquimico através de uma diferenca de pro-
dutdrias.

Sejam (X1,...,Xn) e (Xnt1s--y Xntm) 0s con-
juntos de varidveis dependentes e independentes, re-
spectivamente, de um sistema bioquimico. Entao,
a variagao temporal de uma determinada varidvel



X, pode ser dada pela seguinte equacao diferencial
exibida abaixo:

n+m n+m
dxX; _ gij hij
i = o [T X7 -8, [T X0
j=1 j=1

A primeira parcela do lado direito da equagao cor-
respondente a producao da varidvel X;, enquanto
que a segunda parcela representa, normalmente,
processos de consumo ou degradagdo. As con-
stantes o, gij, 0B; € h;; dependem de cada am-
biente bioquimico que estd sendo modelado e, ao
conjunto formado pelas varidveis X; e equagOes
dj?‘, é dada a denominagao de Sistema S associ-
ado ao processo bioquimico. Por exemplo, o Sis-
tema S parcial abaixo descreve as variagbes de con-
centracao temporal do repressor e das enzimas -
galactosidade e permease, vinculados ao operon
lac(Wong et al.[20]):

d[Rep] _
dat - VRep

— (kd,rep + 11)[Rep]

w = Vaga — (kq + p)[BGal]

d[Perm]

dt = VPerm, - (kd + H’) [Perm]

Para simular de forma discreta ou continua
um Sistema S, pode-se utilizar as redes bioquimi-
cas(Voit[18]). Uma rede bioquimica é um grafo ori-
entado que descreve o fluxo de reagoes bioquimicas
vinculadas a um Sistema S. A figura mostrada a
seguir ilustra uma rede bioquimica parcial para o
operon lac, construida com a ferramenta Cell Ilus-
trator:

MRNA_lac?
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Figura 3: Diagrama parcial para a rede bioquimica
vinculada ao operon lac, onde estao destacadas as
enzimas LacZ, LacY e LacA.

Os elementos principais da rede ilustrada acima
sao os circulos e retdngulos. Circulos representam

entidades ou varidveis da redes, enquanto que retan-
gulos representam reagoes bioquimicas, governadas
pelas equagoes diferenciais dos Sistemas S. Cada
retangulo pode ter vdrias entradas (reagentes) e
varias saidas(produtos da reacdo). A simulagdo de

uma rede bioquimica, como a mostrada anterior-
mente, normalmente produz uma série de gréficos
sobre a evolucao temporal das varidveis.

A maneira mais comum de simulacao de uma rede
bioquimica é via Redes de Petri(Resig[12]), que per-
mitem simulagoes tanto discretas quanto continuas.
Estas redes permitirao a construcao da seguinte
defini¢ao:

Definicao 2 Uma rede bioquimica computacional
generalizada(RBCG) é uma Rede de Petri que sim-
ula um operon generalizado, onde os lugares e tran-
sigoes correspondam as varidveis e equagoes difer-
enciais, respectivamente, de um Sistema S que de-
screva o operon.

E importante ressaltar que esta definicio permite
vincular, a um mesmo operon, virias RBCG, pois
pode-se ter Sistemas S em diferentes resolucoes de
simulagao para o operon. Além disso, as RBCGs
formarao um suporte bastante importante para sim-
ulacao do modelo computacional proposto nas prox-
imas segoes.

6 Plasmideos Generalizados

A unidade computacional proposta neste trabalho
é formada por uma seqiiéncia de operons general-
izados, separados por enzimas de restricao e organi-
zados numa estrutura circular de plasmideo. Esta
estrutura serd denominada de plasmideo general-
izado:

Definicao 3 Um plasmideo generalizado P de or-

dem q é uma Sseqiéncia circular finita P =
1 / 2 / q /

(€107, 1, €1€207, 1, €5 - €q0, . €g), onde cada 2-

upla (e;, €;) representa as enzimas de restrigao que

. . . Z

limitam o operon generalizado o, .

Os pares de enzimas (e;, €}) podem conter, even-
tualmente, enzimas de naturezas diferentes e tém o
objetivo de possibilitar a selegao de um operon gen-
eralizado especifico aii) k,» Ou seja, permitem operar
seletivamente nos circuitos génicos imersos no plas-
mideo.

Embora o conceito de plasmideo generalizado seja
formalmente consistente, seu mapeamento para o
ambiente bioquimico pode apresentar alguns prob-
lemas. Por exemplo, grandes plasmideos podem
apresentar instabilidades moleculares durante as
reagoes. Isto pode ser contornado dividindo-se os
plasmideos em sub-plasmideos, isto é, plasmideos



de ordem menor. A simulagdo direta de um plas-
mideo in vivo pode, também, apresentar problemas
de rejeicao pelo hospedeiro do plasmideo. Porém, a
simulacao nao precisa ser necessariamente efetuada
in vivo e pode recorrer aos mecanismos de tubos-
teste proposto por Adleman|[2], em meio liquido bio-
quimicamente controlado.

A cada plasmideo generalizado P =

1 / 2 / q / :
(€107, £, €1€207, 1, €5 - - €405, k, €q)s associa-se
uma seqiiéncia de RBCGs Rp = (Ry, Ra, ..., Ry),

onde cada R; corresponde & rede de simulacao do
operon generalizado afai’ k.- O objetivo da seqiiéncia
de redes Rp ¢é fornecer um ambiente de simulacao,
in silico, para os processos computacionais.

7 Processo Computacional

Com os circuitos génicos organizados nos plas-
mideos generalizados, existem duas formas de se op-
erar computacionalmente com tais plasmideos: se-
quencial e paralelamente. Em ambos os casos, ex-
istem trés procedimentos basicos:

e selecao dos circuitos génicos;
e re-circularizacao do plasmideo;

e regulacao e expressao génicas, colocados por
conveniéncia num tnico procedimento.

A selecao dos circuitos génicos é realizada através
de procedimentos enziméticos de recorte e remocao
de um circuito génico especifico. Estes procedi-
mentos poderiam utilizar, por exemplo, os mecan-
ismos expostos por Vieira e Messing[17], que con-
struiram uma plasmideo bastante controldvel, com
diferentes enzimas de marcacao de segmentos e ori-
gens de replicagao. Este procedimentos deixariam
vérios circuitos génicos imersos no ambiente liquido
e, também, quebrariam a estrutura circular do plas-
mideo. Eventualmente, os plasmideos podem ser re-
movidos temporariamente do ambiente liquido para
nao sofrer interferéncia dos mecanismos regulatérios
envolvidos nos circuitos removidos.

Antes da regulagdo do circuitos, é necessério re-
construir a estrutura circular do plasmideo, que é
realizada através de enzimas especiais denominadas
ligases. E importante observar que estas enzimas
nao devem participar dos mecanismos de regulacao
dos operons removidos nem daqueles ainda pre-
sentes no plasmideo.

Finalmente, os circuitos removidos e imersos
no meio liquido podem ser induzidos ou inibidos
através dos seus mecanismos regulatérios especifi-
cos. Os produtos expressos nestes circuitos podem
ser observados ou participar de mecanismos regu-
latérios de outros circuitos génicos.

Estes trés procedimentos sao executados de
forma ciclica até que os plasmideos nao contenham
mais circuitos génicos. Como os tamanhos dos

plasmideos sao finitos, garante-se a priori que
os ciclos sempre terminam. Cada ciclo destes
trés procedimentos (selegao,re-circularizagao e regu-
lagao/expressdo) configura um passo computacional
do modelo.

A caracteristica sequencial ou paralela de cada
passo computacional depende das relagoes exis-
tentes entre os circuitos selecionados em cada passo.
Se o produto de um determinado circuito génico
nao participa do mecanismo regulatério de outro
circuito, entao a execugao dos dois circuitos é dita
paralela. Porém, se o produto de um deles interferir
na regulacao do outro, entao a execugao dos dois cir-
cuitos é dita sequencial. Ainda mais, na execugao
sequencial é possivel uma relagao circular entre os
circuitos. Adicionalmente, é possivel também uma
dependéncia sequencial entre dois passos computa-
cionais, ou seja, produtos resultantes de determina-
dos circuitos de um passo podem ser regulatérios
dos circuitos selecionados nos préximos passos.

A simulacao do processo computacional descrito
anteriormente pode ser facilmente realizada in silico
através de ligagOes das redes R, de forma sequen-
cial ou paralela. Inicialmente, determina-se quantos
passos terd o processo computacional, seleciona-se
as redes de cada passo(correspondentes aos circuitos
escolhidos em cada passo), alocando-as de forma
paralela ou sequencial e, posteriormente, realizando
as ligagoes correspondentes as dependéncias entre
0S passos.

Neste ponto, existe uma indagacao natural: o
que pode ser computado neste modelo 7 Inicial-
mente, objetos computacionalmente importantes
sao as fungoes de vérias varidveis booleanas a varios
valores booleanos e que podem ser computados pelo
modelo proposto através do resultado a seguir, cuja
prova nao é realizada neste artigo:

Teorema 2 Toda funcao de wvdrias wvaridveis
booleanas a wvdrios valores booleanos pode ser de-
composta como uma seqiiéncia finita de disjungoes
finitas de funcées de duas varidveis booleanas a um
valor booleano.

Nao é dificil observar que, para cada funcao de
duas varidveis, o resultado do Teorema 1 garante
que existe um circuito génico que a computa. As-
sim, inicialmente constréi-se um plasmideo general-
izado (ou grupos de plasmideos generalizados) con-
tendo os circuitos génicos. Para computar as dis-
juncoes, sao necessdrios procedimentos sequenciais
e paralelos. Ainda mais, como existe um nimero
finito de disjungoes e cada uma tem tamanho tam-
bém finito, é possivel organizar a sua computagao
em um ndmero finito de passos. E importante ob-
servar que, quando existir uma dependéncia entre
dois circuitos, o produto(ou produtos) de um seja
um dos mecanismos regulatérios do outro.



8 Conclusoes e Trabalhos Fu-
turos

Computagdo Molecular representa um novo para-
digma de computacao, com ramificagbes para varias
dreas como computacao com DNA, RNA, mem-
branas e plasmideos. A drea de circuitos génicos
mapeados em DNA, RNA ou plasmideos tem re-
cebido muitas contribuicoes recentes e apresenta-se
com uma tecnologia promissora efetiva para realiza-
¢ao de Computagao Molecular em ambientes liqui-
dos.

Este trabalho apresentou um modelo de Com-
putagao Molecular generalizado baseado na utiliza-
¢ao de seqiiéncias finitas de circuitos génicos, sep-
arados por enzimas de restricao e organizados em
estruturas de plasmideos. Como resultado inicial, o
modelo permitiu estender o poder computacional
dos plasmideos para fungoes de varias varidveis
booleanas a vérios valores booleanos.

Trabalhos futuros irao investigar os limites com-
putacionais do modelo proposto, com busca em apli-
cagoes a problemas NP-Completos e NP-Dificeis.
Adicionalmente, um protocolo mais efetivo para
mapeamento em ambientes liquidos (in vivo e in
vitro) ainda necessita ser desenvolvido, assim como
uma biblioteca de circuitos génicos mais extensa que
a proposta por Weiss, para simplificar o processo de
mapeamento.
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