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Resumen

La comprensién del funcionamiento de muchos sistemas biolégicos normalmente estd sujeta a
una serie de suposiciones hechas a partir del comportamiento observable de los componentes
que los conforman. Este problema es debido a que muchos fenémenos biolégicos atin son enten-
didos parcialmente, o incluso desconocidos por completo. Como consecuencia, muchos modelos
computacionales propuestos para su estudio no ofrecen los resultados esperados por la comuni-
dad cientifica interesada en comprender el funcionamiento de este tipo de sistemas.

Este hecho motiva la bisqueda de modelos computacionales para describir el funcionamiento
de los sistemas bioldgicos en los que sea transparente la representacion de informacion parcial.
Una posibilidad poco estudiada es el uso de cdlculos de procesos pertenecientes al modelo de
Programacién Concurrente por Restricciones (CCP por sus siglas en inglés) para abordar este
problema. Como consecuencia, en este trabajo se explora el uso de formalismos basados en
restricciones para el estudio de sistemas biolégicos. En particular, se utiliza el cédlculo ntcc
para modelar y verificar propiedades en la red de regulacion genética del operén de la lactosa.
Ademds, las caracteristicas operacionales del cdlculo sugieren la posibilidad de llevar a la practica
los modelos propuestos en la teoria mediante el uso de un lenguaje de programacién basado en
restricciones como Mozart-Oz.

Se proponen dos modelos en ntcc para la red de regulacién estudiada, uno que describe su
comportamiento a nivel celular y otro a nivel molecular. Dado que el modelo biolégico a nivel
celular estd dado en términos de un sistema de ecuaciones diferenciales, se propone un esquema
de ejecucién de procesos ntcc y un conjunto de encodings para representar este tipo de es-
tructuras matematicas. Por otro lado, el modelo computacional a nivel molecular es construido
haciendo uso de un conjunto de procesos genéricos y paramétricos propuestos por los autores
para la representaciéon del funcionamiento de redes de regulacién genética. El modelo incluye la
descripcién de una mutacién usando los operadores asincronos y no deterministas de ntcc. En
ambos casos los modelos son simulados para observar casos particulares de su comportamiento
mediante el uso de una herramienta de simulaciéon de procesos ntcc. Ademads, se verifica una
propiedad de estabilidad sobre una de las entidades que conforman la red de regulaciéon con el
uso del sistema de pruebas asociado a ntcc.

Basados en los resultados obtenidos, se presenta un analisis que trata los principales conceptos
estudiados en este trabajo. Ademds, se presentan ejemplos para exponer algunos problemas que
pueden surgir al implementar los modelos hechos en ntcc. El an4lisis finaliza con la presentacién
de un conjunto de conclusiones que describen las ventajas y desventajas identificadas en el uso
del modelo CCP, y en particular del cédlculo ntcc, para el estudio de sistemas bioldgicos. Al
final se proponen algunas direcciones de trabajo futuro. Por tanto, esta tesis se presenta como
un trabajo en el estado del arte del estudio de sistemas biolégicos desde la 6ptica de la teoria
de la concurrencia, haciendo uso de un cdlculo de procesos basado en restricciones.
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Abstract

The study of the behavior of many biological systems is usually accomplished having presump-
tions coming from the observable conduct of their components or sub-systems. This problem ari-
ses due to a lot of biological phenomena are either partially understood or completely unknown.
As a consequence, several computational models proposed for studying them do not provide the
expected results to the scientific community interested in understanding the behavior of this
kind of systems due to the assumptions made could be wrong.

This fact encourages the search of computational models to express as clear and easy as possible
partial information in specifications describing the behavior of biological systems. An option
slightly explored is the use of process calculi derived from the Concurrent Constraint Program-
ming model to tackle this problem. Thus, in this work the employ of formalisms based on
constraints for studying biological systems is investigated. In particular, the ntcc calculus is
used for modeling the lactose operon genetic regulatory network and for werifying a property
over it. Moreover, the ntcc operational features allow to implement the specifications proposed
by means of a concurrent constraint programming language such as Mozart-Oz.

The regulatory network studied is modeled at both cellular and molecular levels of detail,
resulting in two different specifications. On the one hand, since the biological model in cellular
level is defined with a differential equations system, an ntcc processes running scheme and a set
of encodings are proposed for representing this kind of mathematical structures. On the other
hand, the computational specification in molecular level is built by means of a set of generic
and parametric ntcc processes for describing the behavior of genetic regulatory networks. This
specification includes the model of a genetic mutation described using asynchronous and non
deterministic ntcc operators. Both specifications, the cellular and molecular one, are simulated
to observe and analyze their behavior with an ntcc processes simulation tool. Additionally, a
stability property in a biological entity that is part of the regulatory network is verified using
the proof system associated with ntcc.

Based on the obtained results, an analysis of the main concepts discussed in this work is pre-
sented. Furthermore, two examples are presented to explain some issues that can occur when
implementing ntcc specifications. The analysis finishes presenting a set of conclusions related
with the advantages and disadvantages identified in the employ of the Concurrent Constraint
Programming model and in particular the ntcc process calculus, in the study of biological sys-
tems. Finally, some activities and research directions are proposed as a future work. Thus, this
thesis is presented as a work in the state of the art in the study of biological systems from the
concurrency theory point of view, by using a constraint based process calculus.
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1 Introduccidn

En este trabajo de grado se explora el uso de formalismos computacionales basados en el modelo
de Programacién Concurrente por Restricciones (CCP) para el estudio de sistemas bioldgicos.
Mas especificamente, se analiza el rol de los calculos de procesos basados en restricciones en el
contexto biolégico utilizando la red de regulaciéon genética del operdon de la lactosa como caso
de estudio.

1.1. Motivacién

El progreso reciente de la biologia molecular ha permitido describir la estructura de muchos de
los componentes que conforman los sistemas biolégicos (e.g., genes y proteinas) como entidades
aisladas. Pero estas entidades no se encuentran solas, sino que hacen parte de complejas redes
bioldgicas presentes en las células (e.g., las redes de regulacion genética) cuyo propésito es definir
y regular los procesos celulares. El reto ahora es pasar de la biologia molecular a la biologia
sistémica (systems biology [Kit0la]) para comprender como estos componentes individuales (i.e.,
genes y proteinas) se integran dentro de las redes que conforman, y de esta forma poder inferir
la manera en que ellos se comportan e interactian.

Debido al gran tamano y complejidad de estos sistemas, se ha considerado el uso de modelos
computacionales que permitan realizar abstracciones de su funcionamiento para facilitar su es-
tudio. En ese sentido, el comportamiento inherentemente concurrente de los sistemas bioldgicos
ha hecho que se explore el uso de los cdlculos de procesos como una posible opciéon para des-
cribir su funcionamiento. Razones que justifican lo anterior pueden ser inferidas a partir de las
caracteristicas de los cédlculos. A continuacién se presentan algunas de éstas caracteristicas, las
cuales han sido aprovechadas tanto en el contexto computacional como en el biolégico.

Los célculos de procesos son formalismos computacionales cominmente usados para la des-
cripcién de sistemas concurrentes, donde las ideas de proceso e interaccion son la base de los
modelos. Los sistemas son entendidos como procesos complejos compuestos de otros mas sim-
ples, siguiendo un enfoque de construccién composicional. Tal enfoque es complementado con las
construcciones matemdticas provistas por los calculos, las cuales definen la manera en que los
procesos interactian entre ellos y con su ambiente. De esta forma, los fundamentos matematicos
subyacentes a los calculos permiten modelar y verificar propiedades de un sistema, haciendo
posible una mejor comprension de su comportamiento.



Estas caracteristicas de los calculos han sido una motivaciéon para usarlos en una amplia gama
de dreas del conocimiento. Por ejemplo, para el modelado de sistemas distribuidos [Mil89] y
sistemas reactivos [MPVO02], la composicién musical [RV05,RV02], la descripcién de protocolos
de comunicacién segura [AG99] y la construccién de lenguajes de programacién [DRV 01| por
nombrar algunos ejemplos. El interés de la comunidad cientifica en los calculos de procesos tam-
bién se ha evidenciado en el desarrollo de extensiones de los cédlculos existentes, con el objetivo
de poder razonar sobre una gran variedad de conceptos comunes en los sistemas reales, tales
como tiempo [SJG94, Val03], movilidad [Mil99] y comportamiento estocastico [Pri95, GJP99] y
probabilistico [SGJ97, HP0O].

En biologia los calculos de procesos también han sido usados. La mayoria de estos trabajos
han sido realizados usando formalismos tales como el cdlculo 7 [Mil99] y el calculo Ambient
[CGY8], o algunas de sus extensiones. En [RS04, RPS*04, PRSS01] pueden encontrarse algunos
de los trabajos maés representativos. En otros casos, con el objetivo de modelar de forma maés
precisa ciertos fenémenos biolégicos, se han propuesto nuevos calculos disenados especificamente
para la descripcién de procesos bioldgicos, por ejemplo, interacciones entre membranas [Car04],
interacciones entre proteinas [DL04] y la reversibilidad de los procesos biomoleculares [KDO03].

Sin embargo, ninguno de estos calculos ha atacado el problema del modelado de sistemas biol6gi-
cos tendiendo en cuenta que sélo se posee informacion parcial de su comportamiento a nivel de
sistema. Esto es debido a que muchos fenémenos bioldgicos ain son materia de estudio en la
biologia sistémica. Por tal motivo, en este trabajo de grado se explora el uso de la Programacién
Concurrente por Restricciones como un posible modelo computacional para la representacién de
este tipo de informacién. En ese sentido, nuestro interés esta centrado en el estudio de calculos
de procesos basados en restricciones, y como ellos presentan ventajas y desventajas que facilitan
y limitan el estudio de sistemas bioldgicos.

En particular, consideramos que dentro del modelo de Programacién Concurrente por Restriccio-
nes, el cilculo ntcc [MPV02] presenta un conjunto de caracteristicas interesantes para describir,
simular y wverificar propiedades de sistemas bioldgicos complejos como las redes de regulacion
genética. Por ejemplo, el uso natural de agentes concurrentes (i.e., procesos) para modelar enti-
dades biolégicas, la nocién explicita de tiempo para describir la evolucion de sistemas biolégicos
dindmicos, restricciones como una forma de expresar informacién parcial sobre el valor de las
variables, comportamiento asincrono y no determinista para modelar informacién parcial sobre
el funcionamiento del sistema y la posibilidad de incluir infomacion cuantitativa con el objetivo
de parametrizar los modelos con valores reales provenientes de la experimentacion.

Ademids, este esquema de computacién tedrico, construido a partir de un célculo de procesos
basado en el modelo de Programacién Concurrente por Restricciones, puede ser llevado a la
practica siguiendo un enfoque de programacion declarativo mediante el uso de un lenguaje de
programacién como Mozart-Oz [Smo95|, para observar el comportamiento a nivel de sistema de
los modelos propuestos en el céalculo.



1.2. Objetivos y alcances

Este trabajo de grado presenta los siguientes objetivos y alcances:

General

Explorar el uso de la Programacién Concurrente por Restricciones para el modelamiento de
problemas en Bioinformatica.

Especificos

1. Modelar con Programacién Concurrente por Restricciones una red de regulacién genética
de un operdn.

2. Implementar el modelo de la red de regulacién para observar el funcionamiento de casos
particulares.

3. Analizar ventajas y desventajas del uso de la Programaciéon Concurrente por Restricciones
en el modelamiento de redes de regulacién genética bajo el enfoque de la biologia sistémica.

Alcances

1. Un modelo discreto en CCP de una red de regulacion genética del operén de la lactosa.

2. Un programa en Mozart, usando los sistemas de restricciones existentes, que entregue las
senales de la red de regulacién genética a partir de unas condiciones iniciales.

3. Una serie de conclusiones relacionadas con las ventajas y desventajas del uso de la Pro-
gramacion Concurrente por Restricciones basadas en el modelo de la red de regulacion
genética implementado en Mozart.



1.3. Contribuciones

Las principales contribuciones de este trabajo de grado se presentan a continuacion:

1. Un esquema de ejecucion de procesos y un conjunto de encodings de ecuaciones diferenciales
de primer orden en ntcc, los cuales permiten representar el comportamiento de sistemas
continuos usando las caracteristicas temporales discretas del célculo.

2. Un conjunto de herramientas genéricas que permiten modelar, simular y verificar propie-
dades en redes de regulacién genética. Estas herramientas incluyen:

= Un conjunto de procesos genéricos y paramétricos en ntcc que abstraen los principales
elementos de las redes de regulacién genética para poder modelar su comportamiento.

= ntccSim, una herramienta multiplataforma de simulaciéon de procesos ntcc para
observar el funcionamiento de casos particulares en la redes de regulacidon genética.
Esta herramienta presenta una serie de modificaciones y mejoras del simulador de
procesos ntcc estocdsticos usado en [AGORO06].

= Un enfoque tedrico de wverificacion de propiedades bioldgicas basado en una ldgica
temporal lineal usando el sistema de pruebas de ntcc.

3. Un estudio del estado del arte sobre el modelado de sistemas biolégicos usando célculos de
procesos. Los principales resultados de tal estudio se encuentran publicados en [GPRO5].

Gracias al desarrollo de las contribuciones 1 y 2 se plantearon dos modelos de la red de regu-
lacion genética del operén de la lactosa, uno a nivel celular y otro a nivel molecular. Ambos
modelos fueron implementados en Mozart y simulados con ntccSim. Adicional a los resultados
relacionados con el modelado e implementacién (i.e., simulacién) de la red de regulacién genética
del operén de la lactosa, establecidos al inicio de este trabajo de grado, se realizé una prueba
formal basada en la ldgica asociada a ntcc. Finalmente, la contribucion 3 constituye el punto de
partida para la definicién de las conclusiones relacionadas con las ventajas y desventajas identi-
ficadas en el uso de la Programacién Concurrente por Restricciones para el estudio de sistemas
biolégicos.



Publicaciones asociadas con este trabajo

Algunos de los resultados presentados en este trabajo de grado han sido publicados previamente,
nacional e internacionalmente, como contribuciones arbitradas (peer-reviewed). Estas publica-
ciones dan fe, por un lado, de la validez de los resultados obtenidos, y por otro, de la profundidad
con que fueron desarrollados los temas tratados en este trabajo de grado.

s Julian Gutiérrez, Jorge A. Pérez y Camilo Rueda. Modelamiento de Sistemas Bioldgicos
usando Cdlculos de Procesos Concurrentes. Revista Epiciclos, 4, 2005. [GPRO5].

= Julian Gutiérrez, Jorge A. Pérez, Camilo Rueda y Frank D. Valencia. Using a Timed Con-
current Constraint Process Calculus for Modeling and Verifying Biological Systems. MeC-
BIC’06 (Parte de ICALP’06). Electronic Notes in Theoretical Computer Science (ENTCS)
series. Italia. 2006. [GPRV06].

= Alejandro Arbeldez, Julian Gutiérrez, Carlos A. Olarte y Camilo Rueda. A Generic Fra-
mework to Model, Simulate and Verify Genetic Regulatory Networks. CLEI’'06. Memorias
de la Conferencia. Chile. 2006. [AGORO06].

1.4. Estructura del documento

Capitulo 2. Este capitulo inicia presentando la sintaxis, semdntica operacional y légica aso-
ciada del calculo ntcc. Ademads, se describen las principales caracteristicas de ntccSim, una
herramienta de simulacién de procesos ntcc en Mozart. Después se explican brevemente algu-
nos conceptos sobre biologia molecular y biologia sistémica y se propone una clasificaciéon de
problemas bioldgicos estudiados desde la informatica. El capitulo concluye con un estudio del
estado del arte sobre el uso de algunos modelos de computacién formal distintos a ntcc para el
estudio de sistemas biolégicos.

Capitulo 3. Este capitulo estd dedicado a la descripcién a nivel de sistema de la red de re-
gulacion genética del operdn de la lactosa. Se describe su estructura y funcionamiento a nivel
poblacional, celular y molecular. Ademds, se describen algunas mutaciones conocidas de este
sistema biolégico. Una de ellas es modelada més adelante en el capitulo 5 haciendo uso de los
operadores asincronos y no deterministas de ntcc. Al final del capitulo se referencian algunos
modelos biologicos del operdn de la lactosa, los cuales estdan basados en caracteristicas logicas,
continuas e hibridas (i.e., discretas y continuas) identificadas en el comportamiento regulatorio
de esta red de control celular.



Capitulo 4. En este capitulo se propone un esquema de ejecucién de procesos ntcc y un conjunto
de encodings que permiten modelar el comportamiento de sistemas continuos descritos con
ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs). Ademds, se presentan algunos ejemplos de aplicacién
para clarificar el uso de los encodings propuestos. Posteriormente, el modelo para representar
este tipo de sistemas se extiende para poder describir otros con dependencias temporales méas
complejas. Este modelo extendido es usado para describir el comportamiento a nivel celular
de la red de regulacién genética del operén de la lactosa. El capitulo termina presentado la
implementacion del modelo en Mozart y gréficas de su simulacién con ntccSim.

Capitulo 5. En este capitulo se presentan un conjunto de procesos genéricos y paramétricos en
ntcc para modelar el funcionamiento de las redes de regulaciéon genética. Estos procesos son
utilizados para describir el comportamiento a nivel molecular de la red de regulacién del operén
de la lactosa. Ademas, se propone un modelo en ntcc de una posible mutacién en el sistema de
regulacién. Posteriormente, se muestran algunas gréficas de la simulacién del sistema con y sin
mutacién. Al final del capitulo se presenta una prueba formal relacionada con el comportamiento
de una entidad bioldgica de la red de regulacién usando la légica temporal lineal y el sistema de
pruebas asociados con ntcc.

Capitulo 6. Este capitulo estd dedicado a resaltar los aspectos més relevantes relacionados con
este trabajo de grado. Por lo tanto, el capitulo inicia con un anélisis del rol de los calculos de
procesos en el modelado y verificacion de propiedades de sistemas biolégicos. Posteriormente, se
destacan la importancia del tiempo como elemento fundamental para la descripcién de sistemas
dindmicos y de las caracteristicas del modelo de Programacién Concurrente por Restricciones
para modelar informacién parcial. Después, algunas consideraciones practicas, fruto de la imple-
mentacion de los modelos en Mozart, son descritas con la ayuda de ejemplos. El capitulo finaliza
con la presentacién de un conjunto de conclusiones y algunas direcciones de posible trabajo
futuro.



2 Fundamentos Computacionales y Biolégicos

Este capitulo es un marco de referencia para la comprensién de los principales topicos tratados
en este trabajo de grado. En él se presentan los conceptos fundamentales sobre el modelo de
Programacién Concurrente por Restricciones, los calculos de procesos, la bioinformatica, la bio-
logia molecular y la biologia sistémica. Ademds, con el 4&nimo de promover una lectura critica y
sobre todo constructiva por parte del lector, se presenta un estudio del estado del arte sobre el
uso de céalculos de procesos para el modelado de sistemas biolégicos.

2.1. Programacion Concurrente por Restricciones (CCP)

La Programacién Concurrente por Restricciones (CCP) [SRP91] es un poderoso formalismo
computacional para modelar sistemas concurrentes. En CCP los agentes concurrentes (i.e., pro-
cesos) que componen los sistemas interactian entre si por medio de operaciones tell y ask que
adicionan y consultan informacion parcial de las variables que representan los sistemas. Tal
informacién estd dada en forma de restricciones (e.g., x +y > 10) sobre los posibles valores que
una variable puede tomar.

Una de las caracteristicas méas importantes de CCP es que este formalismo para la concurrencia
combina en el mismo modelo dos visiones distintas de los procesos que componen un sistema: la
visién operacional de los cdlculos de procesos con una vision declarativa basada en la ldgica. Esta
combinacién le permite al modelo CCP beneficiarse de la gran cantidad de técnicas existentes
para modelar y razonar de los calculos de procesos y la logica.

2.1.1. De CCP a ntcc

El célculo de procesos ntcc [MPV02,Val03] es un formalismo particular perteneciente al modelo
CCP, que extiende este 1ltimo con las nociones de tiempo discreto, comportamiento asincrono
y no determinismo. Los operadores del cédlculo estan definidos de tal forma que sea posible
capturar, de forma natural, las principales caracteristicas de sistemas temporales.

En particular, ntcc permite modelar: (i) retardos unitarios para forzar la ejecuciéon de un proceso
a la siguiente unidad de tiempo, (ii) time-outs para esperar la ejecucién de una unidad de
tiempo y de esta forma poder determinar la ausencia o presencia de informacién (parcial) que



permita decidir si se ejecuta o no un proceso en la siguiente unidad de tiempo, (iii) sincronia
para controlar o coordinar la ejecucién concurrente de miltiples procesos, (iv) comportamiento
infinito para representar la ejecucién persistente de un proceso, (v) asincronia para retardar
de forma finita pero indeterminada la ejecucién de un proceso,y (vi) no determinismo para
formalizar el hecho de que un sistema puede evolucionar de formas diversas dadas las mismas
condiciones iniciales.

Estas caracteristicas o comportamientos que ntcc permite modelar se traducen en ventajas
reales en diversos ambitos. Por un lado, la visién operacional de los procesos en ntcc, soportada
por las semanticas que tiene definido el célculo (una operacional y otra denotacional), permiten
determinar el comportamiento de los procesos que interactiian en el sistema modelado. Esto se
traduce en posibilidades reales de llevar a la practica, en forma de programas en un lenguaje
de programacién, especificaciones hechas con el calculo. Por otro lado, la vision declarativa de
los procesos permite razonar sobre ellos haciendo uso de la légica temporal lineal asociada a
ntcc [Val05] y de un sistema de inferencia. De esta manera, es posible formular especificaciones
temporales de procesos ntcc y probar que un proceso dado satisface una férmula en la logica.

2.1.2. ntcc, un calculo de procesos por restricciones

En esta seccion se presenta una descripcién de la sintaxis, semantica operacional y légica asociada
a ntcc. Dado que el cdlculo es paramétrico a un sistema de restricciones, se inicia con una
definicién de esta estructura matematica.

Sistema de restricciones

Un sistema de restricciones es una pareja (X,A), donde X es un conjunto de constantes, funciones
y predicados y A es una teoria de primer orden sobre X, es decir, X es un conjunto de sentencias
de primer orden con al menos un modelo. De esta forma, las restricciones pueden ser pensadas
como férmulas de primer orden sobre X.

Dado un sistema de restricciones (3,A), se define £ como el lenguaje de primer orden (X,V,S),
donde V es un conjunto de variables y S es un conjunto que contiene los simbolos —, A, =
,d,true y false, los cuales denotan las operaciones légicas negacién, conjuncién, implicacion,
cuantificacién existencial y los predicados verdadero y falso respectivamente. Las restricciones,
denotadas por ¢, d, ... son férmulas de primer orden sobre el lenguaje L. Se dice que ¢ deduce
d en A, escrito ¢ |=a d, si ¢ = d es cierto en todos los modelos posibles de A. Por motivos
operacionales se requiere que = sea decidible. Ademds, las restricciones se acumulan en un
almacén que contiene toda la informacion del sistema; dicho almacén de restricciones o store es
monotonico en cuanto la informacion conocida del sistema tinicamente crece con el tiempo. Por
ejemplo, si en un momento dado store = (z < 7), mas adelante sélo serdan posibles valores para
x tales que z sea menor que 7 (e.g., store = x = 3).



Sintaxis

A continuaciéon se enumeran brevemente las principales caracteristicas de ntcc, proporcionando
detalles de su sintaxis.

Comunicacion La comunicacién en ntcc sigue las ideas del modelo CCP: es posible anadir y
obtener informacion parcial de las variables del sistema en términos de operaciones ask y tell.
M3s precisamente, ntcc proporciona los siguientes procesos:

» tell(c), que anade la restriccién ¢ al almacén de restricciones.

= when c do P, que ejecuta el proceso P solo si ¢ puede deducirse a partir de la informacién
en el almacén de restricciones (i.e., store |= c¢).

Alternativas de Ejecucion Dado que la informacién parcial permite representar diferentes valo-
res para las variables de un sistema, resulta conveniente poder modelar diversas escogencias y
alternativas de accion. En ntcc es posible expresar escogencias no deterministas extendiendo el
proceso when ¢ do P de la siguiente manera:

Z when ¢; do P,
el

Esta expresion representa un proceso que debe escoger de forma no determinista un P; (j € I)
cuya guarda c¢; se deduce del almacén de restricciones (i.e., store |= ¢;). Esta escogencia es

excluyente. Por motivos de claridad, se usa la abreviacién ) P; para representar procesos

el
de la forma > ._; when true do P;. Adem4s, se usa el operador “+” para escogencias binarias
el )

y se denota el proceso nulo (i.e., cuando I = )) mediante skip.

Concurrencia La ejecucion concurrente de dos procesos Py () se representa por la composicion
paralela P || Q. Se usa la notacién [[;.; P, donde I es un conjunto de indices de procesos, para
expresar la composicién paralela de todos los procesos P;.

Informacion Local El proceso local z in P se comporta como el proceso P, excepto que toda
la informacién de x producida por P tunicamente puede ser vista por P y la informacién de z
producida por otros procesos no puede ser vista por P. Se usa la abreviacién local z1, x2, ..., T,
in P para denotar el proceso local z; in ( local z3 in (... (local =, in P ) ... )).

Dependencias Temporales Esta es una de las caracteristicas més interesantes de ntcc, pues el
célculo provee construcciones que permiten representar dependencias temporales (e.g., retardos
unitarios o time-outs) entre procesos. Es decir, se toma una determinada accién dependiendo de
la presencia o ausencia previa de restricciones. Existen dos operadores de este tipo en ntcc:



= next P, que representa la activacion del proceso P en la siguiente unidad de tiempo.

= unless ¢ next P, que activa P en la siguiente unidad de tiempo siempre y cuando no se
pueda deducir ¢ del almacén de restricciones actual.

Se usa la notacién next™ (P) para abreviar el proceso next (next (... (next P)...)), donde
next se repite n veces.

Comportamiento Asincrono e Infinito Con el operador “x”

es posible extender de manera arbi-
traria (pero finita) la espera o retardo en la ejecucién de un proceso. De este modo, es posible
modelar comportamiento asincrono en un proceso. Asi por ejemplo, * tell(c) representa la even-
tual adicién de la restriccion ¢, sin informacién adicional con respecto al instante de tiempo en

@)

que esto ocurrira. Por otra parte, el operador define la ejecucién infinita de un proceso dado,
ejecutando una copia del proceso en cuestién en toda unidad de tiempo futura. !P puede ser
representado por P || next P || next?P || ..., es decir, la ejecucién de infinitas copias de P, una

por cada unidad de tiempo.

A continuacién, en el cuadro 2.1, se presenta de forma concreta la sintaxis de ntcc, la cual
condensa la ideas expuestas anteriormente.

P,Q... == tell(c) | then cidoP;, | P||Q | local z in P
iel
| next P | unlesscnextP | P | *P

Cuadro 2.1: Sintaxis de ntcc

Procedimientos y Recursion Usando ntcc es posible codificar, con los operadores del célculo
presentados en el cuadro 2.1, definiciones de procesos como procedimientos y recursién. En el
primer caso se usa una definicién de la forma A(x) def P, donde P, es un proceso que usa
la variable x. De esta forma, por ejemplo, un llamado al procedimiento A con el parametro c,
denotado por A(c), puede ejecutar el proceso P, una vez la variable x es sustituida por ¢. Por otro

lado, es posible definir llamados a procedimientos recursivos de la forma g(x) def F,, donde q es
el nombre de un proceso y P, llama a g solo dentro del alcance de un “next”. Tal como se define
en [Val02], se usa paso de pardmetros por valor en los llamados a procedimientos recursivos.
Finalmente, las definiciones dadas pueden ser extendidas facilmente al caso de definiciones con
un numero arbitrario de pardmetros (ver [Val02] para méas detalles).
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Semantica Operacional

El comportamiento de los procesos en ntcc es formalizado mediante su seméntica operacional,
la cual considera transiciones entre configuraciones de parejas de la forma (P, c) , donde P es
un proceso ntcc y ¢ es un almacén de restricciones (i.e., store).

Las transiciones de la seméantica operacional estdan dadas por las relaciones — y = definidas
en el cuadro 2.2. Por un lado, una transicién interna (no observable) (P,d) — (P’,d’') debe
ser leida como “P con store d reduce, en un paso interno, a P’ con store d'”. Por otro, una
transicién externa (observable) P ~D . R debe ser leida como “P con una entrada c del
ambiente reduce, en una unidad de tiempo, a R con salida d al ambiente”. Las transiciones

observables son obtenidas a partir de un conjunto de transiciones internas.

Interpretacion de la ejecucion de procesos ntcc  Considere una secuencia infinita de transiciones
(s1,r1) (s2,r2) (s3,r3)

observables (o ejecuciones) P = Py .... Esta secuencia puede
ser interpretada como una interaccion entre el sistema P y un ambiente, donde en el tiempo 7 el

ambiente da un estimulo s; y P; produce r; como respuesta. Si a = 51.89.83...y o/ = r1.10.73 . . .,
(a,0)

entonces la interaccion es representada como P “,

Alternativamente, si @ = true®, se puede interpretar la ejecucién como una interaccién entre los
componentes paralelos en P sin la influencia de un ambiente externo, es decir, cada componente
es parte del ambiente de los otros. En este caso « es llamada la secuencia de entrada vacia y o’ es
considerada como una observacion temporal de tal interacciéon en P. Se dice que la postcondicion
mds fuerte de un proceso P, denotada por sp(P), describe el conjunto todas las secuencias

infinitas que P puede producir. Mds precisamente, sp(P) = {a’ | para algin o : P %“’}

TELL SUM dEcjel
(tell(c),d) — (skip,d A c) (X;cr when ¢; do Py, d)y — (P;,d)
(P, c) — (P’,d) (P,c A Jedy — (P, )
PAR LOC . .
(P Q,c) — (P Q,d) ((local z,c in P),d) — ((local z,c’ inP’),d A 3c)
UNL ifdl=c
(unless ¢ next P,d) — (skip,d)
REP STAR ifn>0
(! P,d) — (P | next!P,d) (x P,dy — (next™P,d)
STR N2 71 =7 and v2 =7}

M —

(Pre) —* (Q,d) 7~

p Led p

OBS

if R=F(Q)

Cuadro 2.2: Seméntica Operacional de ntcc
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Vicl PiF A
LTELL  tell(c) F ¢ LSUM el : .
Zz‘e] when ¢; do P; - \/iel(ci /\Ai) V/\z'EI S

LPAR Pra Q-B LUNL pPrA :

P||Q+-AAB unless ¢ next PrFcvOA
LREP rra LLOC rPrA .

\PFOA local z in P+3, A
LSTAR pPrA LNEXT _pra tcons ZE4 yranp

*PF oA next P+ OA P+B

Cuadro 2.3: Sistema de pruebas de propiedades temporales lineales de procesos ntcc

Légica Temporal Lineal en ntcc

ntcc tiene asociada una léogica temporal lineal que permite expresar propiedades de los procesos.
Sean A, B,... € A férmulas en esta logica definidas por la gramética:

AB,....=c|A=>A| “A| I, A|0A | DA | $A.

donde c¢ es una restriccion cualquiera. Los simbolos =, =y 3 representan los operadores 16gi-
cos temporales implicacién, negaciéon y cuantificacion existencial respectivamente. No confundir
estos simbolos con los operadores 16gicos (no temporales) =, — y 3 del sistema de restricciones
(ver capitulo 5 de [Val02] para més detalles). Los simbolos O, [0 y { representan los operado-
res temporales nect, always y sometime. Por ejemplo, dada una propiedad A (e.g., x > 7) el
significado de las férmulas 0 A, JA y A es que la propiedad se mantiene o tiene lugar, en la
siguiente unidad de tiempo, siempre y eventualmente de forma respectiva. Ademas, se usan las
abreviaciones AV By AA B para representar - A=> B y (- AV - B) respectivamente.

Se dice que el proceso P satisface A si toda secuencia infinita de estados (i.e., restricciones en
ntcc) que P pueda posiblemente producir satisface la propiedad expresada por A. Un sistema
de pruebas para aserciones de la forma P F A, cuyo significado es que P satisface A, es dado
en el cuadro 2.3. Finalmente, se presenta el Lema 1 usado en las derivaciones de las pruebas
hechas con la légica.

Lema 1 (Nielsen et al. [Val02]) Para todo proceso P se cumple:

. . PFA PrA PFB
1. PFt 9. Pi/fal 3. -~ 4 :
rae 7 false, PlQFA PFAAB
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2.1.3. Simulacién de Procesos ntcc en Mozart-Oz

Aprovechando las caracteristicas operacionales de los cdlculos de procesos basados en el modelo
CCP, y en particular de los procesos en ntcc, el grupo de investigacién AVISPA [Gro06] desarro-
llo un simulador de procesos ntcc llamado ntceSim en el lenguaje de programacion Oz. De esta
forma, usando ntccSim es posible ejecutar procesos ntcc en Mozart [Con06], la implementacién
de Oz [Smo95].

ntccSim esta construido de tal forma que, siguiendo las reglas de la semdntica operacional de
ntcc, es posible simular el comportamiento de la mayoria de los procesos béasicos del calculo,
ademads de poder definir procedimientos y recursiéon. Una caracteristica importante de ntccSim
es que permite la definicién de especificaciones en ntcc usando muiltiples sistemas de restricciones
sobre el mismo modelo, mejorando sustancialmente la precision en la representacion de los datos.
Otro aspecto a destacar es que la implementacién o simulacién de especificaciones en ntcc usando
ntccSim sigue un estilo de programacion declarativa.

En el cuadro 2.4 se muestra la manera de escribir procesos ntcc en ntccSim segiin las siguientes
definiciones. Sea [.] una funcién que asocia a cada elemento de ntcc (e.g., una restriccién, un
proceso, un procedimiento, etc.) una implementacién en Mozart-Oz. Ademés, sea P un proceso
ntcc, ¢ una restriccién cualquiera, A un nombre de un procedimiento y ) un nombre de un
procedimiento recursivo. Finalmente sea < Sentencias — Oz > sentencias propias del lenguaje
que permiten imponer restricciones en Mozart-Oz. Nétese que falta la descripcién del proceso
local z in P.

Consideraciones Prdcticas Es importante destacar que algunos de los procesos ntcc en Mozart-
Oz tienen como pardametro la variable Root (tell, when y unless), la cual es un registro de
Mozart que representa las variables del sistema. La variable Root tiene dos campos: current
y restdual. El primero representa las variables en la unidad de tiempo actual, mientras que el
segundo las variables en la unidad de tiempo anterior. El siguiente procedimiento en Mozart-Oz
permite simular procesos ntcc usando ntccSim:

{NTCC.simulate +ListaProc +DescVar +TotalUnidades +Proc}

donde ListaProc es una lista de procesos ntcc que se ejecutan (i.e., simulan) concurrentemente,
DescVar es la representacién de las variables en Mozart-Oz (e.g., una tupla, un registro, etc.),
TotalUnidades el nimero total de unidades a simular y Proc un procedimiento en Mozart-Oz
con la variable Root como pardametro para realizar acciones de usuario (e.g., imprimir mensajes,
guardar en archivos, etc.) entre la simulacién de dos unidades de tiempo en ntcc.

Para mayor claridad se presenta a continuacién un ejemplo del uso de ntccSim:

declare
[NTCC] = {Module.link [’x-ozlib://ntccsim/ntccSim.ozf’]}
TimeUnits = 10
Vars = var(x:_ y:_ z:_)
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[[] = < Sentencias — Oz >

[tell(c)] = tell(proc {$ Root} [c¢] end)

[when ¢ do P] = when(proc {$ Root} [c] end [P])

[>°i, when ¢; do P;] = sum([when ¢; do P,]...[when ¢, do P,])
[P || Q] = par([P] [Q])

[Tz, P] = par([AA] .. . [Pu])

[next P] = next([P])

[unless ¢ next P] = unless(proc{$ Root} [c] end [P])

['P] = rep([P])

[x P] = star([P])

[A(z1,...,2,) o P] =fun {AX1...Xn } [P] end

Q(z1,...,zn) o Py] = fun lazy {Q X1 ... Xn } [Pg] end

Cuadro 2.4: Procesos ntcec en Mozart-Oz

Vars:::0#100

< ccH®»n oo '"
]

when (proc{$ Root} skip end tell(proc{$ Root} Root.current.x =:
when (proc{$ Root} Root.current.y =: 1 end P)

sum(P Q)

par(P Q)

par(P Q R 8)

next (P)

unless(proc{$ Root} Root.current.x =: 1 end P)

rep(P)

star (P)

fun{A X1} tell(proc{$ Root} Root.current.y =: X1 end) end
fun lazy{B X1}
par(tell(proc{$ Root} Root.current.z =: X1 end) next({B X1+1}) )

end

PrintVars = proc{$ Root} {Browse Root.x#Root.y#Root.z} end
{NTCC.simulate [T UV W J {A 7} {B 3}] Vars TimeUnits PrintVars}

14

1 end))



2.2. Problemas biolégicos en informatica

Los problemas bioldgicos estudiados desde la éptica de la informatica son tratados por la bioin-
formatica [Les02], una area de investigacién que ha avanzado con extrema rapidez en los tltimos
anos. Esto se ha debido a los desarrollos, tanto teéricos como practicos, de la biologia y las cien-
cias de la computacion. Como tal, la bioinformética usa técnicas propias de las ciencias de la
computacién para modelar, simular y razonar sobre problemas provenientes de la biologia.

Una drea de estudio particularmente compleja en la que se han concentrado muchos de los esfuer-
zos en bioinformatica es la biologia sistémica (systems biology) [KitOla]. Esta drea de estudio,
fruto de la evolucién de la biologia molecular, sienta sus bases en la concepcion de los sistemas
biolégicos como entidades en las que existe de forma integrada interaccion multinivel de los ele-
mentos que los componen. Por tal razén, desarrollar técnicas de modelado que permitan precisar
tales interacciones en un sistema biolégico a partir del comportamiento de sus subsistemas es
un reto inmediato.

A continuacién se presenta una breve descripcion de los fundamentos sobre los que se basa la
biologia molecular. Posteriormente, se da una clasificacién de problemas segin los principales
focos de estudio de esta drea del conocimiento y al final se exponen las caracteristicas més
relevantes relacionadas con el estudio de sistemas desde la 6ptica de la biologia sistémica.

2.2.1. La biologia molecular

Los procesos moleculares dentro de la célula siguen un curso natural, una regla biolégica denomi-
nada el dogma central de la biologia molecular [Lew00]. Este dogma establece que la informacién
biolégica no puede ser transferida de proteinas a proteinas ni de proteinas a acidos nucleicos
(ADN y ARN). Pocas excepciones son conocidas en la naturaleza. Una de ellas se da en los
priones, en los que es posible el flujo de informacién de proteinas a proteinas.

Asi, la transferencia estdndar de informacion biolégica puede darse de tres formas distintas segin
el material inicial y final de cada proceso (ver Figura 2.1). Estas formas configuran los procesos
de replicacién, transcripcién y traduccién. En la replicacion la informacion biolégica pasa del
ADN al ADN, en la transcripcién del ADN al ARN y en la traduccidon del ARN a proteinas.

Repl i caci on

Transcri pci on Traducci on _
@DN > ARN > Pr ot el na

Figura 2.1: Dogma Central de la Biologia Molecular

Es necesario anotar que en algunos organismos puede existir flujo de informacién desde el ARN
hacia el ADN. Esta transferencia de informacion es perfectamente posible segin el dogma, ya que
tiene lugar entre acidos nucleicos. Sin embargo, esa ruta no es la mas comun en los organismos
Vivos.
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Replicacion Este proceso consiste en generar dos cadenas de ADN hijas a partir de una cadena
madre. La replicacién de la informacion genética es fundamental en el proceso evolutivo ya que es
una de las principales tareas en la divisién celular. Se dice que este proceso es semi-conservativo
porque cada una de las cadenas nuevas conserva (o estd constituida por) una de las hebras de
la madre. La replicacién, asi como la transcripcion y la traduccién, presenta diferencias entre
los organismos eucariotas y procariotas. Esto se debe, entre otras razones, al hecho de que los
organismos eucariotas tienen membrana nuclear mientras que los procariotas no.

Transcripcion Este proceso consiste en copiar la informacion genética en forma de ADN en
ARN. La transcripcién en organismos eucariotas incluye un proceso adicional (posterior a la
sintesis de ARN) conocido como splicing. En el splicing se fragmenta la cadena de ARN inicial
(conocida como ARN precursor) en subunidades llamadas ezones e intrones. A partir de estas
subunidades se genera una nueva cadena de ARN (llamada ARN mensajero) con algunos o todos
los exones. Los intrones son eliminados completamente.

Traduccion Este proceso consiste en producir o sintetizar proteinas a partir de un molde de
ARN. Las proteinas son cadenas de aminodcidos. En teoria, es posible la existencia de una gran
variedad de aminodcidos distintos, pero solamente 20 tipos diferentes se utilizan para construir
las proteinas. El organelo encargado de hacer esta “traduccién”de &cidos nucleicos a proteinas
es el ribosoma.

2.2.2. Una clasificacién de problemas

Cuando se intenta entender (a nivel molecular) la composicién, funcionamiento y evolucién
de los distintos componentes bioldgicos se encuentran varios problemas. Su naturaleza permite
identificar al menos tres grandes grupos. Primero, problemas relacionados con secuencias de
nucledtidos y aminoacidos. Segundo, problemas relacionados con la prediccién de la estructura
espacial de macromoléculas. Tercero, problemas relacionados con el funcionamiento de los sis-
temas. A continuacién se describe cada uno de estos problemas y se hace referencia a trabajo
previo en cada uno de ellos usando cédlculos de procesos.

Problemas relacionados con secuencias

A pesar de que este tipo de problemas es uno de los mas estudiados por la biologia molecular
computacional [Pev00], es al mismo tiempo el menos tratado con calculos de procesos. Esto se
debe a que aqui lo que se busca es comparar, alinear o identificar nuevos patrones en secuencias
de informacién bioldgica (i.e., 4cidos nucleicos y proteinas). Asi, se busca identificar por ejemplo,
secuencias especificas en el ADN para el reconocimiento de genes o la presencia de motivos en
proteinas. Por esta razén, la posicién de los componentes de tales secuencias (y no su interaccién)
es el elemento fundamental en este tipo de problemas, haciendo inconveniente el uso de calculos
de procesos para su estudio.
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Problemas relacionados con la estructura

Uno de los retos para los investigadores en biologia y ciencias de la computacién es poder definir
la conformacién espacial de un polimero (e.g., el ADN, el ARN o una proteina) a partir de la
secuencia de los monémeros (i.e., nucleétidos o aminodcidos) que lo constituyen. Adicionalmente,
un problema importante en este grupo consiste en la identificaciéon de las leyes que gobiernan
las interacciones entre dos o méas moléculas a través de sus motivos, lugares donde las moléculas
pueden interactuar con otras. De forma concreta, la programaciéon por restricciones y el cdlculo 7
[Mil99] han sido utilizados en [Bac97, PDF04] y [RS04] respectivamente, para proponer soluciones
aproximadas y hacer abstracciones de problemas de este tipo.

Problemas relacionados con la funcion

En la célula se pueden identificar tres tipos de tareas que definen todo su funcionamiento.
Cada una de ellas es responsabilidad de un grupo de redes o rutas particulares. Estas son: las
encargadas del control celular, las encargadas del transporte y transformacién de sustancias
dentro de la célula y las encargadas del transporte y transformacion de sustancias a través de
la membrana celular. Cada una se describe a continuacion.

Redes de regulacion genética Son las encargadas de todo el control celular. Este control puede
estar a nivel de procesos o sistemas. Como esta regulacién se fundamenta en la produccion
de enzimas que catalizan o inhiben los procesos celulares, la concentracién de éstas dentro
de la célula resulta fundamental. Algunos modelos de estas redes estan definidos en términos
de sistemas de ecuaciones diferenciales que relacionan las concentraciones de los componentes
involucrados en los procesos de control. La Programacion Concurrente por Restricciones ha
sido usada en [BC02,ERdJ*04,BC01] para resolver problemas de este tipo utilizando el célculo
hee [GJSBY4].

Rutas metabdlicas Son el conjunto de todos los procesos en los que interactiian componentes
biolégicos para realizar el transporte y la transformacion de sustancias en el interior de la
célula. Por componente bioldgico se entiende toda conformaciéon molecular y macromolecular
como el agua, el oxigeno, los nutrientes y los organelos intracelulares (e.g., las mitocondrias, los
ribosomas y los cloroplastos) entre otros. Normalmente los procesos de una red metabdlica son de
tipo bioquimico. Estos procesos o reacciones quimicas generalmente se expresan en términos de
ecuaciones diferenciales. En Mozart-Oz se han desarrollado algunas herramientas para encontrar
rutas metabdlicas con caracteristicas restringidas [DDD04a, DDD05, DDD04b).

Redes de transduccién de sefiales Son las encargadas de todos los procesos de interaccion y
transporte de sustancias a través de la membrana celular. El transporte de sustancias puede ser
activo o pasivo, dependiendo si ellas se mueven a favor o en contra de gradientes electroquimicos
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existentes entre el interior y el exterior de la célula. Existen varios cdlculos de procesos que han
sido especialmente desarrollados para modelar problemas de este tipo [Car04, RPST04].

2.2.3. Biologia sistémica (systems biology)

La biologia sistémica (o systems biology [KitOla]) es un érea de investigaciéon multidisciplinaria,
cuyo proposito es el estudio de los mecanismos presentes en los sistemas biolégicos por medio
de los cuales genes y proteinas se integran e interactian dentro de un organismo. Es decir, la
biologia sistémica estudia de forma integrada la estructura y expresion de un gen o un conjunto
de genes.

Este estudio, basado en las ideas de sistema e interaccién multinivel [Kit01b], presenta algunos
aspectos caracteristicos. Primero, se deben tener en cuenta las interacciones entre los componen-
tes que conforman el sistema. Como consecuencia, se asume que los elementos que lo constituyen
no se encuentran aislados del entorno, sino que influyen y son influidos por él. Segundo, se debe
poder analizar, modelar y simular, con mayor o menor detalle, el mismo sistema biolégico. Esto
implica poder identificar y abstraer sus propiedades fundamentales a distintos niveles.

2.3. Trabajo relacionado

En los 1dltimos afios se han realizado varios trabajos enfocados en el uso de calculos de procesos
y técnicas basadas en restricciones para el estudio de sistemas biolégicos (ver [GPR05, PPQO5,
BGO1]). Muchos de estos trabajos han sido desarrollados con el uso de calculos tradicional-
mente pensados para la especificacién de sistemas de comunicacion, otros adaptando calculos
existentes, y otros mas con el uso de cdlculos disenados especificamente para la descripcion de
funciones bioldgicas. Un estudio de estos trabajos permite hacer comparaciones que conduzcan
a la identificacién de ventajas y desventajas del uso de un formalismo basado en el modelo CCP
sobre otras alternativas semejantes.

2.3.1. Calculo 7

Quizés el formalismo més representativo dentro de los cdlculos de procesos es el célculo 7 [Mil99],
propuesto por Robin Milner a principios de los 90. Este cdlculo extiende CCS [Mil89], su ante-
cesor inmediato, con la idea de nombres, entidades que pueden ser tanto datos como canales de
comunicacion. Este principio, simple a primera vista, resulta poderoso para representar esquemas
de comunicaciéon complejos donde la topologia del sistema puede cambiar.

La sintaxis del cdlculo 7 es la siguiente:

donde P y () son procesos, x es un nombre y 7 es un prefijo. El prefijo denota una accién atomica
previa a un proceso. Esta accién puede ser el envio o recepciéon de un dato por un canal. Por
ejemplo, el envio de un dato z por el canal = se denota por T(z); por su parte, la recepcién de un
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|PQ... == PQ['P|wa)P| X, m.P |

Cuadro 2.5: Sintaxis del calculo w

dato b por el canal ¢ se representa por ¢(b). El proceso P || @ denota la composicién paralela de
los subprocesos P y ). Ademads, permite que P y () se comuniquen. El proceso ! P representa la
replicacion de P. Es decir, define la ejecucién infinita de P. Un nombre puede estar restringido
al contexto de un proceso particular. Este es el propdsito de (vx)P, en donde el nombre = es
local a P y solamente visible dentro de él. Finalmente, la escogencia no determinista entre una

serie de procesos 7;.P;, donde i € I, se representa como su sumatoria Yy ., m;.F;. Esta escogencia

el
depende de la comunicacion de dichos procesos. Dos procesos importantes pueden derivarse de
la sumatoria: 0 y w.P. El primero representa la accién nula y es la abreviacién de la sumatoria
cuando I = (), mientras que el segundo se da cuando solo hay un proceso involucrado en la

escogencia.

El calculo 7 ha sido utilizado (tanto en su versién original como en una versién que lo extiende
con elementos estocasticos [Pri95]) por diversos autores para el modelado de sistemas en bio-
logia (ver por ejemplo [KJ04,CCT02,PRSS01]). Sin embargo, las ideas méds precisas al respecto
provienen del grupo de trabajo liderado por Ehud Shapiro, quienes no sélo han usado el calculo
para representar sistemas biolGgicos reales [RS02], sino que han trabajado intensamente en el de-
sarrollo y uso de simuladores derivados de la extension estocastica del calculo para el estudio de
dichos sistemas. Su principal contribucién consiste en una abstraccién que asocia los elementos
biolégicos fundamentales con componentes del célculo [RS04]. Dicha abstraccién, denominada
“molécula como computacion” [Sha02], asocia de manera sencilla entidades y eventos presentes
en el lenguaje con entidades y eventos biolégicos. Por ejemplo, los motivos son asociados con los
prefijos de entrada y salida del cédlculo, aprovechando la clara complementariedad que poseen
ambas entidades en sus respectivos contextos.

En el campo aplicativo, la mayor contribucién es BioPSI [bio06]. Se trata de una aplicacién
disenada para la simulacién de sistemas bioquimicos especificados en el cdlculo m [RSSO01].
Estd construida sobre Flat Concurrent Prolog (FCP), lo que permite la implementacién de
las principales caracteristicas del calculo 7: movilidad y comunicacién sincronizada. Existen dos
compiladores disponibles para hacer simulaciones. El primero, denominado PI, permite especi-
ficar sistemas usando el calculo original y ejecutar simulaciones semi-cuantitativas, mientras que
SPI (i.e., el segundo compilador) utiliza una modificacién de la version estocastica del célculo,
por lo que es apropiada para practicar simulaciones cuantitativas exactas. Tanto PI como SPI
incluyen herramientas de depuracién y de soporte para la simulacion.

2.3.2. Brane: un calculo de interaccién entre membranas
Uno de los principales problemas en bioinformética es el relacionado con los mecanismos por

los cuales la célula se comunica con su exterior a través de la membrana. Tales mecanismos
comuinmente involucran el traspaso de elementos (e.g., aminodcidos, oxigeno, agua, etc.) nece-
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sarios para el correcto desarrollo de los procesos celulares. Por lo tanto, alteraciones en este tipo
de sistemas pueden descontrolar el funcionamiento de la célula, incluso al punto de llevarla a la
muerte o a la generacién de productos nocivos.

El célculo Brane [Car04] hace parte de los cdlculos centrados en el modelado de las interacciones
a través de membranas bioldgicas. La motivacién es la abundancia de interacciones de este tipo
en los procesos celulares. En Brane la comunicaciéon no se restringe a la realizada a través de la
membrana citoplasmatica sino que también incluye la realizada a través de la membrana nuclear
y de otras como las membranas de los organelos (e.g., mitocondrias, cloroplastos, etc.) las cuales
tienen alta actividad dentro de la célula.

Dos aspectos fundamentales en el calculo Brane son el tipo de interaccion entre las membranas
y el tipo de transferencia de informacion a través de ellas. Con respecto a lo primero, se pueden
identificar tres tipos de interaccién, a saber, la fagocitosis, la pinocitosis y la exocitosis. En ellos,
la inspiracién biolégica esta dada por el proceso de divisién celular y los procesos en los que se
acepta o se expulsa un agente bioldgico del interior de la célula. Por otro lado, la transferencia
de la informacién a través de las membranas se puede clasificar en: paso de informacién por una
membrana (e.g., comunicacién a través de la membrana nuclear) y paso de informacién por dos
membranas (e.g., paso de informacién del citoplasma de una célula a otra).

Por otro lado, en el campo aplicativo es poco lo que se ha logrado. Pese a que con Brane es
posible verificar propiedades de los sistemas modelados, no existe ain una herramienta que
implemente las ideas formales del calculo. Mientras no se avance en esa direccién no es posible
verificar la utilidad real que pueda tener el cdlculo a nivel biolégico.

2.3.3. BioAmbients: espacios de computacion biolégica

Este calculo también estd enfocado en los problemas relacionados con las interacciones a través
de membranas. BioAmbients [RPS104] proviene del célculo Ambient [CG98], por lo que conserva
sus principales caracteristicas como la creacién de ambientes independientes y méviles en los
que se ejecutan procesos del cédlculo .

BioAmbients define tres tipos de comunicacién y seis primitivas para la manipulacién de los
ambientes. Los tipos de comunicacién son: uno local entre procesos de un mismo ambiente (i.e.,
dos procesos en paralelo), uno entre procesos localizados en ambientes que se encuentren a un
mismo nivel jerdrquico (i.e., dos ambientes en paralelo) y uno entre procesos localizados en
distintos ambientes en los que uno de ellos tiene un nivel jerdrquico mayor que el otro (i.e., un
ambiente se encuentra dentro de otro). Por otro lado, se tienen primitivas para entrar, aceptar,
expulsar, salir y mezclar ambientes.

Una ventaja de este calculo es que permite pensar en un sistema como un conjunto de partes
que interactian, pero que a su vez cada parte (o componente biolégico en este caso) tiene
caracteristicas que lo definen y que se encuentran dentro de un ambiente independiente. Otra
ventaja es la facilidad de incluir un modelo dentro de otro simplemente encerrdndolo dentro
de un ambiente y definiéndole una interfaz de interaccién con el exterior. Una desventaja es la
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necesidad de complementariedad entre los componentes bioldgicos para su interacciéon, algo que
realmente no es siempre necesario a menos que se trate de una interaccién a través de motivos
moleculares.

Desde lo practico BioAmbients cuenta con un herramienta de simulacién llamada BioPSI, des-
crita anteriormente en la seccién 2.3.1.

2.3.4. hcc

hee [GJSB94] es una extensién de cdlculo cc [Sar93] que permite modelar tiempo continuo y
discreto. Para entender sus caracteristicas, es preciso describir antes su evolucién asi como la
relacién con otros formalismos (i.e., cdlculos de procesos) pertenecientes al modelo CCP [GJS96].

Una de las principales caracteristicas del cédlculo cc es que permite detectar la presencia de
informacién, por medio de la operacién primitiva if ¢ then P, que ejecuta el proceso P si ¢ se
deduce de la informacién presente en el almacén de restricciones. Sin embargo, ciertos sistemas
pueden describirse de forma mas adecuada por medio de condicionales que evalien la ausencia de
informacién. En dichos casos, la operacion descrita es inapropiada para el modelado, porque en
el caso en que ¢ no se deduzca del almacén, la ejecucion del sistema se bloquea indefinidamente.

El problema consiste entonces en detectar que una restriccion no se deduce del almacén. La
primera solucién consistié en la inclusién del concepto de fases de ejecucidn, induciendo asi una
nocién de temporalidad. De esta forma, la ausencia de informacién se evalia al final de una
fase de ejecucion. Bajo este contexto, se adicionaron dos operaciones al cdlculo cc. La primera,
if ¢ else next P, ejecuta el proceso P en el siguiente instante de tiempo si no se deduce ¢ en
el actual. La segunda, hence P, ejecuta P en todos los instantes de tiempo después del actual.
Este modelo extendido se conoce como tce (Timed Concurrent Constraint) [SJG94].

A pesar de esta extension, en ciertos sistemas es indispensable reaccionar inmediatamente cuando
cierta informaciéon no estd disponible. Para superar esta falencia se propuso Default cc, en
donde se estima un almacén final antes de iniciar la computacién. Més especificamente, Default
cc agrega la operacion if ¢ else P, que ejecuta P por defecto y de manera inmediata si no
de deduce ¢ del almacén estimado. Al final del cémputo, el almacén obtenido y el estimado
inicialmente son comparados. Si son iguales, la estimacién fue correcta y se acepta el computo.
En caso contrario se produce un fallo.

Finalmente, hce extiende Default cc adiciondandole la nocién de fases de ejecucion sobre tiempo
continuo [GJS98]. En otras palabras, un programa hcc ejecuta multiples programas Default cc,
uno en cada fase de ejecucion. Cuando en alguna de las fases de ejecucién un programa Default
cc falla (i.e., almacén estimado y obtenido distintos) se elimina esa rama de los computos o se
hace backtracking. La sintaxis precisa del cdlculo hce se presenta en el cuadro 2.6.
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Primitiva Proposicion

c Impone la restriccién ¢

if ¢ then P | Ejecuta el proceso P si ¢ se deduce del almacén
new X in P | Crea la variable X local en P

P,Q Ejecuta los procesos P y () en paralelo
if c else P Ejecuta el proceso P si ¢ no se deduce del almacén
hence P Ejecuta P siempre al principio de cada fase

Cuadro 2.6: Sintaxis del cdlculo hce
2.3.5. CSPs

En el contexto de la Programacién por Restricciones (CP) [MS98] es posible identificar un
conjunto de problemas denominados problemas de satisfaccion de restricciones (o CSPs por
sus siglas en ingles). Su formulacién se basa en la definicién precisa de dos componentes que
caracterizan los problemas que ellos modelan: un conjunto de variables con dominios asociados
(i.e., rangos de los posibles valores que las variables pueden tomar) y un conjunto de restricciones
que relacionan tales variables (posiblemente) limitando sus dominios.

En la actualidad se conocen algunos problemas en bioinformatica que han sido modelados con
CSPs o con extensiones de ellos tal como se hace en [CB03]. Algunos de los trabajos mas
relevantes son, por ejemplo, la prediccién de la estructura espacial de una proteina [PDF04,
Bac97], la bisqueda de caminos en rutas biologicas [DDD05,DDD04b], el modelado restringido
de ecuaciones diferenciales [CB03] o la definicién de CSPs sobre cadenas de ADN [BS05] entre
otros. A continuacién se presenta una breve descripcion de algunos de estos trabajos para tener
una visién més clara de la aplicabilidad o uso de los CSPs y sus extensiones en la solucién de
problemas en bioinformética.

El problema de la prediccién de la estructura espacial de una proteina o protein folding, con-
siste en determinar la estructura tridimensional de una proteina a partir de la secuencia de
aminodcidos que la conforman. Este problema ha sido abordado en [Bac97] haciendo uso de
modelos simplificados (lattice models), donde cada aminodcido es clasificado dentro de uno de
dos grupos segin sus caracteristicas quimicas. La solucién de este problema consiste en buscar
el valor minimo de una funcién de energia que relaciona todos los elementos del sistema dada
su posicién en el espacio.

El problema de la busqueda de caminos en rutas bioquimicas también ha sido modelado en
[DDDO04b] haciendo uso de CSPs, donde el principal objetivo es estudiar el comportamiento de
los componentes biolégicos que conforman estas rutas (e.g., proteinas, azucares, etc.) bajo unas
condiciones particulares (i.e., restricciones sobre el sistema).

Otro trabajo interesante es el desarrollado en [CB03|, donde se propone una nueva categoria de
problemas estrechamente relacionados con los CSP denominados CSDP (Constraint Satisfac-
tion Differential Problems). Los CSDPs intentan capturar las principales caracteristicas de los
sistemas continuos por medio de la declaracién de ecuaciones diferencias como restricciones del
sistema. Este nuevo formalismo ha permitido abordar problemas complejos relacionados con el
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diseno de drogas o el estudio de epidemias por nombrar algunos casos.

Pese a los interesantes resultados prdcticos relacionados con el uso de CSPs en bioinformaética,
los resultados tedricos aun exigen un mayor esfuerzo en el campo de verificacién de propiedades
biologicas. Hasta la fecha los CSPs han sido usados més como un formalismo para solucionar
problemas en bioinformatica que para razonar sobre los sistemas que ellos modelan. Por tal
motivo, técnicas para verificar propiedades sobre tales sistemas no han sido explotadas como en
el caso de los cédlculos de procesos.

2.4. Resumen

En este capitulo se presenté un estudio de los principales temas tratados en este trabajo de
grado. Inicialmente se explican las principales caracteristicas del modelo CCP y como éstas son
entendidas en el contexto del calculo de procesos ntcc. Para ello, se proporcionan detalles sobre
la sintaxis, seméantica y 16gica asociada del cdlculo. Posteriormente, se muestra la forma en que
los conceptos tedricos presentados hasta esa instancia son llevados a la practica mediante el uso
de la herramienta de simulacién ntccSim.

Luego, a través de la bioinformatica, se expone el rol de las ciencias de la computacién en
el contexto biolégico. Tal proceso de contextualizacion inicia con la presentacién de algunos
conceptos bésicos de la biologia molecular, y partiendo de ellos se plantea una clasificacién de
problemas biolégicos a nivel molecular. La seccién concluye con la descripcion de los aspectos més
relevantes relacionados con la biologia sistémica, una area de estudio estrechamente relacionada
con la biologia molecular y las ciencias de la computacion.

Al final del capitulo se presenta un estudio del estado del arte sobre el modelado de sistemas
biolégicos usando céalculos de procesos. Esto permite comparar los formalismos basados en el
modelo CCP contra enfoques provenientes de otros modelos de concurrencia. Este estudio cla-
ramente enriquece los andlisis que se derivan de los resultados obtenidos en este trabajo de
grado.
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3 El Operdn de la Lactosa

En este capitulo se presenta una descripcion de las principales caracteristicas de la estructura y
el funcionamiento del operén de la lactosa. Siguiendo un enfoque de estudio basado en la biologia
sistémica, tal descripcién es hecha desde distintos niveles de detalle, permitiendo reconocer en
cada nivel de descripcién los aspectos mas importantes.

Se proponen tres niveles de estudio segiin los posibles modelos para este sistema bioldgico: pobla-
cional, celular y molecular. En cada uno de estos niveles se especifican los elementos observables
del sistema y como ellos interactian entre si. De esta forma, es posible proponer diferentes mode-
los que representen el sistema segun (i) la informacién que se desee apreciar o (ii) la informacién
que se tenga disponible. Un especial énfasis se realiza en la descripcién del operdn de la lactosa
a nivel molecular.

Al final del capitulo se presenta, ademaés, una descripcién de algunos tipos de modelos para la
representacién de sistemas biolégicos. Cada uno de estos tipos de modelos pretende describir la
estructura y el funcionamiento de los sistemas tomando en cuenta diferentes caracteristicas iden-
tificables en ellos, como por ejemplo, la presencia de una proteina, el valor de su concentracién
en un momento determinado o la variacidn de tal concentracién en el tiempo.

3.1. Descripciéon General

Un operén [Lew00] es un conjunto de genes que regulan una o mas actividades celulares. Por
tal motivo, los operones se encuentran dentro de un tipo de sistemas presentes a nivel celular
llamados las redes de regulacion genética o redes de regulaciéon de la expresién génica, como
también son conocidos. Su funcionamiento a nivel celular puede entenderse como el de un “swit-
ch” o interruptor que se enciende y se apaga segun las necesidades celulares. De ésta forma los
operones activan o inhiben los procesos que ellos regulan. En particular, el operdn de la lactosa
es una red de regulacion encargada de controlar las fuentes de energia dentro de la célula.

El operén de la lactosa esta conformado por una regién que controla su expresion o activaciéon y
por tres genes estructurales: LacZ, LacY y LacA. Ellos codifican las proteinas (§-galactosidasa,
permeasa y tiogalactésido transacetilasa respectivamente. Ademas, en la red de regulaciéon existe
un gen, llamado Lacl, que interactia de forma constante con el operén. Su funcién es codificar
una proteina represora. Por tal motivo este gen es conocido también como gen represor.
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Una caracteristica importante de los operones es que la expresién (i.e., transcripcién y traduc-
cién) del conjunto de genes que los conforman estd regulada de forma coordinada, es decir, o
todos se expresan o ninguno de ellos lo hace. Cominmente, esta regulacién puede ser de dos
tipos: por control positivo o por control negativo. Los genes que se encuentran bajo control
positivo se pueden transcribir solamente si una proteina activadora esta presente en el ambiente
de la red de regulacién. De forma contraria, los genes que se encuentran bajo control negativo
se expresan siempre a menos que una proteina inductora este presente. También existen genes
que no se encuentran bajo ninguno de estos dos tipos de regulacién; a ellos se les conoce como
genes constitutivos.

A continuacién se presentan las descripciones a nivel poblacional, celular y molecular del operén
de la lactosa [VGLO03]. En cada una de ellas la descripcion del sistema se centrara en la presen-
tacion precisa de los elementos observables a cada nivel de detalle y las interacciones entre tales
elementos, dejando de lado otros aspectos que no sean relevantes.

3.2. Descripcion a nivel poblacional

A nivel poblacional es posible analizar el operén de la lactosa en su forma més primitiva, es decir,
como un interruptor que activa o inhibe los procesos celulares que permiten obtener glucosa a
partir de la lactosa en el medio. De esta forma, en una poblacién de células es posible identificar u
observar aquellas que se encuentran con el operén activo y aquellas que lo tienen inactivo. Como
consecuencia, en este nivel de descripcion no es relevante, por ejemplo, informacién relacionada
con el nivel de expresién del operén, la concentracién de las proteinas que el produce, la forma
en que éstas interactian entre si con el resto del sistema, etc.

Sin embargo, tener un modelo que permita conocer el nimero de células con el operén de la
lactosa activo, permite estudiar los efectos que puede tener un medio con unas condiciones
especificas (e.g., acidez, temperatura, humedad, etc.) sobre este sistema de regulacién en una
poblacién de células. La figura 3.1 representa de forma gréfica una poblacion de células en la
que se estudia el comportamiento del operén de la lactosa en un medio determinado. El color
de cada una de ellas indica el estado (i.e., negro para activo y blanco para inactivo) del operén.
La jerarquia significa que las células que tienen activo el operén de la lactosa, generan células
hijas con la misma caracteristica.

O

Figura 3.1: Comportamiento del operén de la lactosa en una poblacién de células
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3.3. Descripcién a nivel celular

A nivel celular cobran importancia datos que a nivel poblacional no son relevantes. Por ejemplo,
en este nivel es necesario conocer las concentraciones de los elementos que conforman el sistema
(ver figura 3.2) y la forma en que éstas cambian en el tiempo, determinando asi su comporta-
miento. En este nivel de descripcion, mas detallado que el anterior, el interruptor visto a nivel
poblacional es estudiado ahora como un sistema de control que regula los procesos biolégicos
que permiten obtener glucosa a partir de la lactosa en el medio.

Permeasa

Inductor Celula

Figura 3.2: Estructura del operén de la lactosa a nivel celular

Dado que la célula prefiere la glucosa sobre la lactosa como fuente de energia, la descripcién del
funcionamiento de la red de regulacion se presentara tomando en cuenta las cuatro situaciones
posibles segiin la ausencia o presencia de la glucosa y la lactosa en el medio celular. Cada una
de estas cuatro situaciones determina la activacion o inhibicién del operdn. Estas condiciones se
resumen en el cuadro 3.1.

Medio con glucosa y sin lactosa Fn este caso la presencia de glucosa en el medio celular hace
que el operén de la lactosa este inactivo. Los procesos de regulacién determinando este tipo
de comportamiento son los siguientes: dado que existe glucosa en el medio celular, se inhibe
la produccién del complejo activador del operdn, por lo que su expresion (i.e., transcripcién y
traduccién) no es estimulada. Ademads, la falta de lactosa en el medio hace que no exista un
inductor que impida que el complejo represor del operdn de la lactosa inhiba su activacién.

Medio con glucosa y con lactosa En este caso la presencia de glucosa en el medio nuevamente
inactiva o inhibe al operdn de la lactosa, aunque los procesos de regulacién son distintos. Al
igual que en el caso anterior, la presencia de glucosa en el medio hace que no exista un activador
del operdn por lo que es dificil iniciar su transcripcién. Sin embargo, la presencia de la lactosa
hace que exista un complejo inductor que intenta bloquear la accién del complejo represor.
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Glucosa | Lactosa | Activaciéon del operén
No No No
No Si Si
Si No No
Si Si No

Cuadro 3.1: Descripcién funcional del operdén de la lactosa a nivel celular

Medio sin glucosa y con lactosa En este caso el operdn se activa. Por un lado, la falta de glucosa
en el medio favorece la producciéon del complejo activador del operdn, es decir, el operén se
encuentra bajo control positivo. Por otro lado, la presencia de lactosa en el medio incrementa la
concentracién del complejo inductor del operén de la lactosa, encargado de bloquear al complejo
represor.

Medio sin glucosa y sin lactosa En este caso las condiciones del medio hacen que el operén
se encuentre inactivo. Pese a que la falta de glucosa incrementa la concentracién del complejo
activador del operdn, la falta de lactosa hace que no exista un complejo inductor que bloquee la
accién del complejo represor.

Por lo tanto, la activacién del operén de la lactosa sélo ocurre cuando existe un complejo
activador que facilite la expresién del operén y un complejo inductor que bloquee la accion del
complejo represor. En cualquier otro caso el operdn se encontrara inactivo. Este comportamiento
se mostrara mas detalladamente en la siguiente seccion donde se explicara el comportamiento a
nivel molecular de la regién de control del operén de la lactosa.

3.4. Descripcion a nivel molecular

En este nivel de descripcién se incluye explicitamente en el andlisis de la red de regulacién
del operén de la lactosa la interaccién entre moléculas. Mientras algunas de estas interacciones
pueden producir modificaciones en la estructura espacial de las moléculas, definiendo cambios
“inmediatos” en su funcionamiento, en otras ocasiones tales interacciones culminan en la forma-
cién de nuevos complejos moleculares. En el operén de la lactosa existen muchas interacciones
de este tipo, las cuales seran explicadas a continuacion.

Primero en la seccion 3.4.1 se describen los elementos y procesos moleculares que determinan la
activacién del operén de la lactosa. Luego, en la seccién 3.4.2, se presenta una descripcion de la
estructura de los genes que conforman el operén de la lactosa y de los productos (i.e., proteinas)
que se sintetizan a partir de la informacién que ellos codifican. Las secciones 3.4.3 y 3.4.4 son
dedicadas a la explicacién de los procesos de regulaciéon presentes en el operdn, basandose en las
interacciones entre las moléculas que intervienen en cada proceso de control biolégico. Al final,
en la seccién 3.4.5 se exponen algunos tipos de comportamiento irregular en la red de regulacién
segiin modificaciones moleculares en el genoma (i.e., ADN) del operén. Estos comportamientos
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anormales no serian posibles de explicar si no se tiene una vision molecular de este sistema
bioldgico.

3.4.1. Regién de control

La regién de control del operén de la lactosa, constituida por 82 pares de bases !, es el lugar donde
se realiza la regulacion de la transcripcion de los genes del operén. En ella pueden identificarse
dos secuencias especificas segun el tipo de control o regulacién que ejercen sobre el operén: la
promotora y la operadora (ver figura 3.3). Mientras la secuencia promotora esté estrechamente
relacionada con los procesos biolégicos que inducen una regulacién positiva en el operdn, la
secuencia operadora lo estd con aquellos procesos conducentes a una regulaciéon negativa.

Lacl P O LacZ LacY LacA
1040 pb | 82 pb 3510 pb 780pb | 825 pb
Represor [-galatosidasa Permeasa | Transacetilosa

Figura 3.3: Estructura del operén de la lactosa a nivel molecular

La secuencia promotora (llamada también factor cis) es el lugar de la regién de control donde
se realizan los principales procesos que permiten iniciar la transcripcion del operén. En esta
secuencia, la cual ocupa mas del 50 % de la regién de control, se encuentran los cédigos genéticos
que le permiten a la ARN polimerasa identificar los genes del operdn de la lactosa y de esta forma
poderlos transcribir. Sin embargo, reconocer tales cédigos del ADN del operén no es sencillo,
por lo que este proceso de reconocimiento es facilitado por el complejo molecular CAP-cAMP
(el cual estd formado por una molécula de CAP 2 y otra de cAMP ?) cuando esta molécula se
enlaza a una subregién de la secuencia promotora (CA Psite).

Por otro lado, la secuencia operadora, constituida por 26 pares de bases, es el lugar de la region
de control donde el complejo represor se ubica para impedir que la ARN polimerasa realice la
transcripcion de los genes del operén. Dado que la secuencia operadora se encuentra entre el
promotor y los genes del operdn, la represion se da cuando el complejo represor bloquea el paso
de la ARN polimerasa impidiendo que esta tltima avance para iniciar el proceso de transcripcion.

Lunidad de medida del tamafio de las cadenas de ADN y ARN relacionada con el nimero de nucleétidos que
las componen

2Proteina activadora de catabolito

3 Adenosin monofosfato ciclico
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Tetramero represor | Complejo molecular CAP-cAMP | Activaciéon del operén
No No No
No Si Si
Si No No
Si Si No

Cuadro 3.2: Descripcién funcional de la regién de control del operén de la lactosa

El cuadro 3.2 resume el funcionamiento logico de la region de control segin la presencia o
ausencia del complejo o tetramero represor y del complejo molecular CAP-cAMP. Ver seccién
3.3 para verificar las condiciones del medio que determinan la presencia o ausencia de tales
complejos moleculares.

3.4.2. Region estructural

La regién estructural estd constituida por los genes (i.e., genes estructurales) que conforman la
regiéon codificante del operdén. Por tal motivo a esta region también se le conoce como region
codificante. Por ser aquella que contiene la informacién genética del operdn es la de mayor ta-
mano con una longitud de 5115 pares de bases (contra 82 en la regién de control como se muestra
en la Figura 3.3). Como se ha mencionado anteriormente, el operén de la lactosa estd compuesto
por tres genes (i.e., LacZ, LacY y LacA) cuyo funcionamiento se describe a continuacién.

El gen LacZ codifica la proteina (3-galactosidasa. Esta proteina es la encargada de romper o
dividir las moléculas de lactosa en dos maés pequenas, una de glucosa y otra de galactosa,
mediante un proceso conocido como hidrdlisis.

El gen LacY codifica la proteina permeasa. Esta molécula es la encargada de facilitar el trans-
porte o paso, a través de la membrana celular, de la lactosa que se encuentra en el exterior de
la célula hacia el interior de ella.

El gen LacA codifica la proteina tiogalactésido transacetilasa. La funcién de esta proteina ain
no esta bien definida, pero se sabe que no interfiere con los procesos regulatorios relacionados
con el operdén de la lactosa. Por tal motivo, el comportamiento de esta proteina normalmente
no es modelado cuando se estudian los procesos de regulacién relacionados con el operén.

3.4.3. Control negativo

Pese a que el control negativo es realizado por una proteina represora, este tipo de regulacién
no implica la represién del operén de la lactosa. Sin embargo, para comprender este proceso
regulatorio es fundamental entender el comportamiento de la proteina represora, la cual es
codificada por el gen Lacl. Este gen, que pertenece a la red de regulacién del operén de la
lactosa, se encuentra ubicado relativamente cerca de la regién de control. En el estudio del control
negativo del operdn de la lactosa se pueden identificar dos casos particulares determinados por
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la presencia o en ausencia de la alolactosa (ver figura 3.4). Cada uno de estos casos se detalla a
continuacion.

Dado que el gen represor es constitutivo (i.e., un gen no regulado) se encuentra constantemente
sintetizando la proteina represora. Esta molécula, inactiva para procesos de represién en su
estado natural, se une en grupos de cuatro moléculas para conformar un tetramero represor que
si es activo en cuanto a procesos de represiéon se refiere. De esta forma, el tetramero represor es
el complejo molecular que realmente se adhiere a la regiéon operadora del operén para evitar la
transcripcion de los genes estructurales. En este caso, en el cual el operén se encuentra inactivo
o reprimido, se habla de una regulacién negativa en ausencia de alolactosa (ver figura 3.4(a)).

Sin embargo, el proceso de represion ejercido por el tetramero represor es evitado en presencia
de la alolactosa (i.e., una molécula inductora del operén) ya que esta molécula tiene la capacidad
de unirse al tetramero y hacerle cambiar su conformacion espacial, disminuyendo de esta forma
la afinidad o facilidad que el represor tiene de enlazarse a la regién operadora. Este proceso de
control tiene como consecuencia que la ARN polimerasa no encuentre obstaculos que le impidan
iniciar el proceso de transcripcion. En este caso, contrario al mencionado anteriormente, se habla
de un control negativo en presencia de alolactosa en el cual el operén no sufre represion (ver
figura 3.4(b)).

Tetramero
Represor

AAVIAVAAY
W W

Promotor Operador

(a) Control negativo en ausencia de alolactosa

Promotor Operador

Tetramero Alolactosa

. . Represor ...

(b) Control negativo en presencia de alolactosa

Figura 3.4: Control negativo del operén de la lactosa

3.4.4. Control positivo

Pese a que el control positivo sobre el operén de la lactosa es realizado por el complejo activador
CAP-cAMP (ver figura 3.5), el andlisis de este tipo de regulacién se hace en base a la concentra-
cién celular de glucosa. Esto se debe a que la concentracién celular de la molécula cAMP tiene
una dependencia inversa de la concentraciéon de glucosa. De esta forma, se pueden identificar
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dos casos de estudio en el control positivo: cuando la concentracién de glucosa es alta y cuando
es baja.

En el primer caso, es decir, en presencia de glucosa como principal fuente de energia, los niveles
de concentracién de cAMP son bajos haciendo dificil la formacién del complejo inductor CAP-
cAMP. Esto tiene como consecuencia que la ARN polimerasa no pueda identificar facilmente la
regién promotora y por tanto sea mas complicado el inicio de la transcripcién.

Por otro lado, en ausencia de glucosa se elevan los niveles de cAMP permitiendo que la concentra-
cién celular del complejo activador CAP-cAMP se incremente sustancialmente. Este incremento
en la concentracién celular del complejo activador CAP-cAMP facilita que la ARN polimera-
sa reconozca mas rapidamente los patrones en la region de control que le permiten iniciar la
transcripcion del operdn.

ARNp
CAP-cAMP
Promotor Operador

. . Alolactosa
Tetramero
. Represor . .

Figura 3.5: Control positivo del operén de la lactosa

3.4.5. Mutaciones del operén de la lactosa

Las mutaciones en las redes de regulaciéon genética pueden cambiar el mecanismo de expresién
de los genes o causar que un sistema no tenga ningin tipo de regulaciéon. En el caso del operén
de la lactosa puede causar, por ejemplo, que siempre se expresen los genes estructurales ain
cuando el represor este presente o de forma contraria, que no se expresen incluso cuando el
represor se encuentra inhibido. Las principales mutaciones que se pueden encontrar en el operén
de la lactosa se resumen a continuacién:

= Represor inactivo o ausente Lacl ~: el gen Lacl sufre una mutacién que codifica un tetrame-
ro represor siempre inactivo haciendo que este no se pueda unir al operador. Por tanto
siempre es posible iniciar el proceso de transcripcion sin importar si el inductor estd pre-
sente o no.

= Represor siempre activo Lacl?®: el represor sufre una mutacién que evita que el inductor
pueda reconocer su sitio de unién. Por tanto el represor siempre puede unirse a la regién
operadora y evitar la transcripcién sin importar que el inductor este o no presente.
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» El represor no se une al operador LacI~%: tiene el mismo efecto que la mutacién Lac™
pero en esta ocasion es debido a que el represor no puede reconocer la regién operadora,
haciendo que el proceso de transcripcién siempre se puede llevar a cabo sin importar si el
inductor se encuentra presente o no.

= Kl operador no se puede reconocer O¢: es una mutacion en la region operadora que le impide
al represor identificar el sitio de enlace permitiendo que la ARN polimerasa siempre pueda
iniciar el proceso de transcripcion.

» LacZ no funcional LacZ~: es una mutacién en el gen LacZ que afecta la produccién de
(-galactosidasa. Por tal motivo la lactosa dentro de la célula no puede ser degradada.

» LacY no funcional LacY ~: es una mutacién en el gen LacY que afecta la produccion
de permeasa. Esto genera que el operén no pueda tomar la lactosa que hay en el medio
externo.

= LacA no funcional LacA™: es una mutacion en el gen LacA que afecta la produccién de
tiogalactésido transacetilasa. Esta mutacion no afecta el funcionamiento del operén ya que
esta proteina no participa en los procesos de regulacién relacionados con el operdn de la
lactosa.

3.5. Modelos biolégicos

En esta seccién se presentan tres tipos de modelos o formas de representar sistemas biolégicos.
El primero de ellos se fundamenta en una interpretacion ldgica de los sistemas. El segundo,
desde una perspectiva continua del cambio de los sistemas, los describe mediante un conjunto de
ecuaciones diferenciales. Finalmente, la tercera forma de modelarlos (la cual tiene en cuenta la
posible falta de informacién y la presencia de eventos discretos) se basa en el uso de pardmetros
para caracterizar los elementos que lo componen (e.g., genes, proteinas, etc.) y las interaccio-
nes entre ellos (e.g., reacciones bioquimicas, conformacién de complejos moleculares, procesos
de degradacién natural, etc.). Ademads, con el objetivo de independizar el comportamiento de
algunos elementos que componen el sistema, en algunas ocasiones se omiten ciertas relaciones o
interacciones que no sean determinantes en el funcionamiento total del sistema.

3.5.1. Modelos légicos

En los modelos 16gicos la descripcién de los sistemas se enfoca en la representacion de cuatro
caracteristicas fundamentales: por un lado, la presencia o ausencia de los elementos que confor-
man el sistema y por otro, la activacion o bloqueo de su funcionamiento. En [MPLDO04] puede
encontrarse un modelo de este tipo que representa el comportamiento l6gico del operén de la
lactosa usando redes booleanas.
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3.5.2. Modelos continuos basados en ecuaciones diferenciales

Probablemente las ecuaciones diferenciales han sido el formalismo matemaético més utilizado para
representar sistemas continuos. Esto es debido a que estas estructuras matematicas capturan de
forma natural las caracteristicas mas relevantes de un sistema mediante la definicién del cambio
temporal de las variables que lo componen o representan. En otras palabras, estos modelos se
enfocan en la descripcién explicita de la dindmica de los sistemas.

Sin embargo, pese a que este tipo de modelos representan de forma detallada y completa el
comportamiento de los sistemas biolégicos, en la actualidad muchos biélogos no trabajan con este
tipo de formalismos debido a la gran complejidad matemética, y en ocasiones computacional, que
pueden llegar a tener. Por otro lado, no es ficil extender este tipo de modelos cuando se desean
adicionar variables al sistema que se estd estudiando ya que la adicién de una variable puede
implicar la modificacién total del sistema de ecuaciones diferenciales que se tenia previamente.
Una caracteristica importante de los modelos basados en ecuaciones diferenciales es que su
complejidad hace que normalmente sean definidos para sistemas pequenos, es decir, de pocas
variables y en los que sea posible medir en laboratorio las interacciones entre ellas.

Algunos modelos que representan el comportamiento a nivel celular del operén de la lactosa
pueden encontrarse en [YSM04, YM03, WGK97|. En particular, el modelo biolégico presentado
en [YSMO04] serd utilizado en el capitulo 4 como caso de estudio.

3.56.3. Modelos hibridos basados en parametros

Los modelos hibridos asumen la presencia de caracteristicas continuas y discretas (posiblemente
légicas) en el comportamiento de los sistemas. En este tipo de modelos, a diferencia de aque-
llos basados en ecuaciones diferenciales, no se cuenta con modelos matematicos que describan
el comportamiento de todo el sistema. Sin embargo, se tiene un conjunto de parametros que
caracterizan los elementos del sistema (e.g., genes, proteinas, etc.) y los procesos o interacciones
que los relacionan, determinando la dindmica del sistema. Por tal motivo, la mayoria de los
parametros relacionados con las interacciones entre los elementos de los sistemas a modelar son,
desde una perspectiva continua, las velocidades que determinan la rapidez con que se produ-
cen las transformaciones entre los elementos del sistema, y desde una perspectiva discreta, las
condiciones de limite que producen cambios inmediatos en el comportamiento del sistema.

Una caracteristica importante de este tipo de modelos es que son mas facilmente extensibles que
aquellos expresados en términos de ecuaciones diferenciales. Esto se debe a que al adicionar una
nueva variable al sistema sélo es necesario redefinir el conjunto de parametros sobre los cuales la
nueva variable pueda tener efecto. Este enfoque es claramente mas simple que uno en el que la
adicién de una nueva variable al sistema implique la modificacién total del modelo matematico
anterior.

En [MMO04] pueden encontrarse los pardmetros que caracterizan las interacciones a nivel mo-
lecular entre los elementos que componen la red de regulaciéon del operén de la lactosa. Las
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variables y parametros alli presentados son usados como base del modelo biolégico presentado
en el capitulo 5.

3.6. Resumen

En este capitulo se presento la estructura y el funcionamiento del operén de la lactosa desde
tres niveles de descripcion o detalle. El primero, un nivel de descripcién poblacional, estudia los
efectos del medio sobre la red de regulacion del operén de la lactosa. De esta forma, es posible
pensar en esta red de regulacion como un interruptor que activa o inhibe los procesos celulares
que regulan la cantidad de lactosa disponible. El segundo, un nivel de descripcién celular, permite
observar las concentraciones de los principales elementos que componen el operén. El estudio
del funcionamiento de la red de regulacion a este nivel de detalle se basa en el andlisis de las
respuestas regulatorias del operdn segun las concentraciones de glucosa y lactosa en el medio. El
tercer nivel de detalle, un nivel de descripcién molecular, tiene en cuenta los mismos aspectos del
nivel celular pero le adiciona a los eventos observables del sistema la presencia de caracteristicas
discretas en el modelo debido a las interacciones moléculas presentes en los procesos regulatorios.

Posteriormente, al final del capitulo, se presentaron tres posibles formas de modelar sistemas
biolégicos segin las caracteristicas que se deseen destacar o tener en cuenta en ellos. En primero
se centra en el comportamiento (de control) ldgico de las redes de regulacién genética. El segundo
se enfoca sélo en las caracteristicas continuas de este tipo de sistemas. Y el tercero, integrando
caracteristicas tanto discretas como continuas, propone un acercamiento hibrido al estudio del
comportamiento de la redes de regulaciéon. En cada uno de los posibles modelos biolégicos
descritos se referencian algunos trabajos en los que estas formas de modelar los sistemas son
aplicadas al caso de la red de regulacién genética del operén de la lactosa. Dos de ellos son
usados mas adelante en los capitulos 4 y 5.
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4 Representacion de Sistemas Continuos en ntcc usando
Ecuaciones Diferenciales

Las ecuaciones diferenciales han sido desde hace mucho tiempo la forma mé&s natural de modelar
situaciones en las ciencias naturales, ingenieria, y otras disciplinas. Por tal motivo, existen
muchos sistemas presentes en la naturaleza que ya cuentan con una formulacién matematica
en términos de ecuaciones diferenciales describiendo su comportamiento. Este hecho hace que
sea muy util poder describir de forma precisa este tipo de sistemas al momento de modelar
sistemas fisicos.

En este capitulo se presenta un modelo genérico en ntcc para la representacién de sistemas
continuos descritos por medio de sistemas de ecuaciones diferenciales. Para tal efecto se pro-
pone un esquema de ejecuciéon de programas ntcc que permita describir las caracteristicas de
un sistema continuo mediante los operados temporales, de naturaleza discreta, que provee el
calculo. Se presentan ejemplos que muestran la forma de usar el modelo dada una especificaciéon
matemadtica (i.e., un sistema de ecuaciones diferenciales).

El modelo inicialmente propuesto se extiende para permitir el modelado de algunos sistemas con
caracteristicas temporales mas complejas. Estos dltimos tienen la caracteristica de no tener una
solucién analitica, asi es que solo métodos iterativos son posibles para su solucién. Finalmente el
modelo extendido se pone a prueba mediante el modelado del operén de la lactosa. Se muestran
algunos aspectos de tipo practico como generalidades sobre su implementacién en Mozart-Oz y
resultados de simulacién en ntccSim.

Segun nuestro mejor saber, capacidades de representacién precisa de este tipo de sistemas,
diferentes a las aqui propuestas, solo son disponibles en hcc en cuanto a cdlculos de procesos se
refiere. Esto seguramente es debido a la posibilidad de incluir facilmente informacién cuantitativa
en modelos de computacion (i.e., cdlculos de procesos) basados en restricciones.

4.1. Definicion del modelo

El modelo para la representacién de ecuaciones diferenciales usando el cédlculo de procesos ntcc
se propone en forma de un conjunto de procesos genéricos y paramétricos (i.e., “encodings”)
que representan las caracteristicas necesarias para la descripcién y simulacién (i.e., bisqueda de
solucién) de sistemas de ecuaciones diferenciales.
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4.1.1. Continuidad

Para la representacion de sistemas continuos es necesario poder modelar dos caracteristicas de
este tipo de sistemas: continuidad en el tiempo y persistencia de los valores de las variables del
sistema.

Para modelar el primer tipo de continuidad, relacionado con la naturaleza continua del tiempo,
se propone un esquema de ejecucién en el que en una unidad de tiempo continuo se ejecutan
multiples unidades de tiempo en ntcc. Para llevar un control explicito del tiempo, se define un
proceso (Time) que permita conocer en todo momento el valor del tiempo. La definicién formal
del proceso T'ime es la siguiente:

Time(t) of tell(ts = t) || next Time(t + dt)

El parametro t es el valor del tiempo continuo (representado por la variable ts) en la unidad
de tiempo de ntcc inmediatamente anterior. Es importante recordar que el llamado a proce-
dimientos usado estd definido como paso de parametros por valor tal como se describe en el
capitulo 6 de [Val02]. Por otro lado, dt es una constante que representa la granularidad temporal
o resolucion temporal del sistema modelado. Por ejemplo, si el valor de la constante dt es 0.01
entonces se ejecutan 100 unidades de tiempo en ntcc para la representacién de una unidad de
tiempo continuo.

La constante dt, dada su definicién, debe cumplir con la condicién: dt x n = 1 tal que n € N. De
esta forma, el valor maximo de esta constante es dt = 1, indicando que una unidad de tiempo
continuo es representada por una unidad de tiempo en ntcc. Es claro que esto no es lo que se
busca, puesto que en ese caso el sistema continuo seria simulado como un sistema discreto. Por
tal motivo, se requiere tomar un valor lo suficientemente pequenio para dt de tal forma que se
defina una resolucién temporal adecuada para el sistema a modelar. Sin embargo, es necesario
tener en cuenta que una consecuencia practica importante de la escongencia del valor de la
constante dt es el rendimiento o eficiencia de las simulaciones de este tipo de modelos. Entre
menor sea el valor de dt, mayor serd el nimero de unidades de tiempo en ntcc (i.e., n en la
condicién) que se requeriran ser ejecutadas para simular una unidad de tiempo continuo.

Para modelar el segundo tipo de continuidad, relacionado con los valores de la variables, es
necesario contar con un mecanismo que permita transferir el estado del sistema (representado
con el valor de sus variables) a la siguiente unidad de tiempo. Como las variables en ntcc son
légicas no es posible que tengan dos valores distintos en una misma unidad de tiempo. Por tal
motivo, se usard una variable adicional z’ por cada variable x del sistema, representando su
valor en la unidad de tiempo anterior. Se define entonces, un proceso (State,) que transfiera
el valor de una variable del sistema (i.e., z en este caso) a la siguiente unidad de tiempo. La
especificacion formal de éste proceso es la siguiente:

Statey(vy) ef tell(z’ = v,) || next State,(x)
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De la definiciéon del proceso State,, se deduce que el pardmetro v, es el valor de la variable
z en la unidad de tiempo anterior que debe ser asignado a x’. Ademds, el valor actual de x
es transferido a la siguiente unidad de tiempo. Ahora, se puede utilizar el proceso State, para
definir un proceso més complejo (State) que permita mantener el estado del sistema completo
en toda unidad de tiempo. La definicién de éste proceso es la siguiente:

State(pi, ..., pn) def H ( tell(z = p;) || next State,(ps) )

reX

donde X es el conjunto de variables del sistema, y p; (para 1 < j <ny n = |X]|) el valor de la
variable z en la primera unidad de tiempo.

Siguiendo el estilo de diseio composicional inherente a los calculos de procesos, se procede a
relacionar los procesos Time y State por medio del operador de composicion paralela de siguiente
forma:

Continuity Time(0.0) || State(p1, ..., pn)

4.1.2. Ecuaciones diferenciales de primer orden en ntcc

En esta seccién se propone el uso de un sistema de restricciones sobre dominios continuos [Gro04]
para la construccién de variables que representen ecuaciones diferenciales en ntcc. El sistema
de restricciones, como es explicado en el capitulo 2, es usado como parametro de los modelos
definidos usando los operadores del calculo.

Inicialmente se define un modelo general para la representacion de ecuaciones diferenciales or-
dinarias (ODEs) de primer orden [Zil02a]. Suponga la existencia de un sistema de n ecuaciones
diferenciales. Por cada una de estas ecuaciones se define una variable x. Se cuenta, ademés, con
n variables x’ segin las definiciones presentadas en la seccién 4.1.1. Cada variable z del sistema,
guarda el valor de la solucién de la ecuacién diferencial que ella representa en la unidad de
tiempo actual.

Por lo anterior, la forma de interpretar la solucién de una ecuacién diferencial de primer orden
representada por la variable x (la cual es necesariamente una ecuacién no diferencial) es con
la funcién definida por todos los valores solucién de la variable x a lo largo del tiempo. Como
consecuencia, la interpolacién de todos estos valores define realmente una aproximacién a la
solucién exacta de la ecuacién diferencial. La precision de esta aproximacion depende de forma
directa del ntimero de valores que se tengan de = por cada unidad de tiempo continuo (i.e.,
numero de unidades de tiempo en ntcc usadas para la representacion de una unidad de tiempo
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continuo). mds precisamente, en el caso de este modelo depende del valor de la constante dt
definida en la seccién anterior.

Una consideraciéon importante al encontrar la solucién de una ecuacién diferencial es el tipo de
problema que ésta resuelve. El modelo propuesto en este capitulo se centra en la solucién de
problemas de valor inicial. Esta determinacién permite utilizar los pardmetros del proceso State
para definir condiciones iniciales de las ecuaciones diferenciales de forma natural en el modelo.

4.1.3. Representacion de cambios diferenciales

Dado el esquema de procesamiento de modelos en ntcc propuesto en la seccion 4.1.1 es viable
pensar que con cada ejecucién de una unidad de tiempo en ntcc se va calculando de forma
diferencial la solucién completa del sistema de ecuaciones diferenciales. Se propone entonces,
la utilizacién del Método de Euler [Zil02b] para calcular la solucién del sistema de ecuaciones
diferenciales.

Suponga la siguiente ecuacién diferencial:

Segun el Método de Euler se puede definir la siguiente ecuacion, conocida como formula de
Euler [7Zil02b], para calcular de forma iterativa la solucién de una ecuacién diferencial:

Tpt1 = Tp + h X f(x,t)

donde x,41 es la solucién de la ecuacion diferencial después de n + 1 iteraciones, x, la solucién
en la iteracion anterior y h el cambio diferencial de la variable independiente de la ecuacién
diferencial. Para sistemas continuos que cambian o evolucionan con respecto al tiempo se tiene
que h = ty,4+1 — t,. En el caso de la representacién de este tipo de sistemas usando ntcc se
cumple que h = dt.

Con base en lo anterior, se define el proceso D FEq, para la representacion en ntcc de la ecuacion
o . dx _ .
diferencial %7 = f(x,t) :

DEq, ' next tell(z =2’ +dt x f(x,t))

donde z y 2’ son las soluciones de la ecuacién diferencial en los tiempos t y t —dt respectivamente.
Cabe anotar que solo es necesario definir un proceso para representar ecuaciones diferenciales de
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primer orden ya que toda ecuacién diferencial de orden superior [Zil02a] puede ser representada
por un conjunto de ecuaciones diferenciales de primer orden.

Existe una variacién al modelo planteado anteriormente para la representacion de una ecuacién
diferencial cuando ésta se encuentra definida a trozos. En ese caso, se modifica el proceso DEq,
de la siguiente forma:

DEq, © Z when i do next tell(z = 2’ + dt x fi(z,t))

icl

donde I es el conjunto de restricciones definiendo las condiciones que determinan los intervalos
en los cuales esta definida la ecuacién diferencial. En otras palabras, I define los trozos de la
ecuacién diferencial. Se puede observar que la primera definiciéon de DFq, es realmente un caso
particular de la versién generalizada para aquellas definidas a trozos (i.e., cuando I = {true}).

A partir de la definicién anterior para la representacién en ntcc de una ecuacién diferencial
se construye de forma inmediata la definicion de un sistema de ecuaciones diferenciales por
medio del operador de composicién paralela. Ademés, se replican los procesos que determinan
la solucién del sistema de ecuaciones diferenciales para obtener la solucién del sistema completo
en toda unidad de tiempo. La definicién en ntcc es la siguiente:

DEgs = | [[ DEq,
rzeX

donde X es el conjunto de variables que representan las ecuaciones diferenciales del sistema.
A continuacién se integran los procesos presentados hasta el momento y se muestran algunos
ejemplos sencillos que muestran la forma de usar el modelo completo.

4.1.4. Formalizacién del modelo integrado y aplicaciones

Las definiciones anteriormente planteadas permiten proponer un modelo general en ntcc para
la representacién de sistemas de ecuaciones diferenciales ordinarias de primer orden. Su especi-
ficacion formal en ntcc es la siguiente:

DESystem < local ts,zy, ..., on, 2}, ..., 2, in ( DEgs || Continuity )

Con el proceso D ESystem es posible modelar una gran variedad de sistemas dada la generalidad
de su especificacién. A continuacién se presentan dos ejemplos que muestran de forma concreta
la forma de utilizar el modelo aqui propuesto.
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Ejemplo 4.1 Movimiento de una particula.

Suponga que desea modelar en ntcc el comportamiento de una particula cuyo movimiento esta
determinado por la siguiente ecuacion diferencial:

Se sabe que la particula inicio su movimiento en la posicion x = 0. Usando un sistema de
restricciones sobre dominios continuos, tal como se indicé en la seccion 4.1.2, se plantea el
siguiente modelo en ntcc:

Time(t) % tell(ts = t) || next Time(t + dt)
Statey (vy) ef tell(z’ = v,) || next Statey(z) )
State(0.0) = tell(z = 0.0) || next State,(0.0)

Continuity % Time(0.0) || State(0.0)

DEgq, 4 hext tell(z = 2’ + dt x (cos(ts)))
DEgs )\ DEg,
DESystem 2 Jocal ts,x, 2’ in ( DEqs || Continuity )

El comportamiento del modelo anterior, determinado por la semdntica operacional de ntcc, es
simulado usando ntceSitm. Los resultados de la simulacion son los siguientes:

Figura 4.1: Movimiento de una particula

Ejemplo 4.2 Interaccion entre dos genes.

El siguiente ejemplo es extraido de [BC02] donde es modelado usando el cdlculo hee. Se busca
describir la interaccion entre dos genes. Este sistema genético presenta caracteristicas discre-
tas y continuas en su comportamiento, determinadas por el siguiente sistema de ecuaciones
diferenciales:
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0.01
dt .
dr _
dt

La formalizacion del anterior sistema de ecuaciones diferenciales es la siguiente:

—0.022 4+ 0.01 para y <0.8
—0.02z para y > 0.8

Time(t) = tell(ts =t) || next Time(t + dt)
State, (vy) ef tell(y’ = v,) || next State,(y)
Statey(vy) ef tell(a’ = v,) || next State,(z)

State(0.0,0.0) ( tell(y = 0.0) || next State,(0.0) )

I
( tell(z = 0.0) || next State,(0.0) )

Continuity = Time(0.0) || State(0.0,0.0)

DEq, ' pexttell(y =y + dt x (0.012"))

DEq, ' When y < 0.8 do next tell(z = 2’ + dt x (—0.022’ + 0.01))
v:—hen y > 0.8 do next tell(z = 2’ + dt x (—0.022"))

DEgs “ | (DEq, | DEq. )

DESystem < Jocal ts,z,y,x’,y in ( DEgs || Continuity )

Los resultados de la simulacion del modelo anterior son presentados en la figura 4.2. Se puede
apreciar que la grdfica concuerda con la solucién presentada en [BC02].

Figura 4.2: Interaccién entre dos genes

4.2. Sistemas dinamicos con dependencias temporales complejas

En algunas ocasiones las ecuaciones diferenciales ordinarias no son lo suficientemente expresivas
para describir de forma precisa ciertos sistemas continuos. Este es el caso de sistemas en los que
alguna de las variables usadas para modelar su comportamiento depende en el tiempo ¢ de una
funcién de la forma f(t,), donde t, < t. Es decir, existe un retraso en el sistema. Por ejemplo
un sistema de ecuaciones diferenciales como el que se muestra a continuacién:
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df(t)

7 = COS(t)
dg(t)
— = 5f(t—2
2 ft-2)
Aqui puede observarse que la ecuacién diferencial d%—gt) depende en el tiempo t del valor de la

funcién f en el tiempo t =t — 2.

Otro ejemplo concreto de este tipo de sistemas son las redes de regulacién genética. En ellas
existen genes expresandose de tal forma que la cantidad de proteina producida por un gen
depende de forma directa de la cantidad de ARN mensajero que habia en el sistema en un
momento en el pasado. Este tipo de comportamiento es comtunmente descrito por ecuaciones
diferenciales retrasadas [HNWO5]. Un sistema bastante complejo modelado con este tipo de
ecuaciones diferenciales es el operdn de la lactosa.

A continuacién se presenta una extensién al modelo planteado en la seccién anterior para que
sea posible especificar formalmente en ntcc sistemas descritos con ecuaciones diferenciales re-
trasadas.

4.2.1. Extension del modelo en ntcc

Para modelar este tipo de ecuaciones diferenciales es necesario superar dos limitantes que tiene
el modelo anteriormente planteado. Primero, poder calcular el valor solucién de una ecuacién
diferencial que depende de un valor pasado. Segundo, determinar el valor inicial de la ecuacién
diferencial entre el tiempo inicial (i.e., ¢ = 0.0) y el tiempo de retraso de la ecuacién diferencial
(e, t=1).

Se define un conjunto de variables y, tal que y € Y, donde Y es el conjunto de variables que
tienen un retraso en el sistema, es decir, variables que dependen de un valor del pasado de una
variable z (donde = € X; X es el conjunto de variables del sistema definidas anteriormente).
Para superar el primer obstaculo mencionado se define un proceso en ntcc de la siguiente forma:

def

Qy(vz,tf) = whents <tf do nextQ,(vs,tf)
_l’_
when ts > tf do tell(y = v,)
Ro,(td) % Qu(x,ts +td) || next R, ,(td)

donde td es el tiempo de retraso de y con respecto a x, y ts el tiempo continuo del sistema. De
esta forma, la variable y en un tiempo ¢t > (ts + td) = tf tiene el valor de la variable z (i.e.,
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v,) en el tiempo ¢ = ts. La desigualdad anterior (i.e., t > tf) es debida a que no siempre ¢f es
miultiplo exacto de dt (la resolucién temporal del sistema).

Como puede deducirse de la especificacién del proceso anterior, la variable y queda determinada
para todo instante de tiempo superior o igual a td. Sin embargo, es necesario definir un proceso
mas para determinar el valor de esta variable para todo instante de tiempo entre cero y td. La
definicién de este proceso permite que se supere el segundo obstaculo mencionado al principio
de esta seccién. La especificacion formal en ntcc para este proceso es la siguiente:

P, (vy,td) ' when ts < td do ( tell(y = vy) || next Py(v,,td) )

donde v, es el valor inicial de la solucién de la ecuacién diferencial representada por x.

Con los procesos definidos anteriormente (i.e., Py, Qy y Ry,y) se procede a formular un proceso
unificado que de cuenta del retraso de la variable y con respecto a la variable x:

def
Delayzy = Py(pz,7) || Ray(T)

donde p, es el valor inicial de = y 7 el retraso de y con respecto a x.

Ahora se define un proceso que integre los retrasos temporales indicados por las variables que
estan en el conjunto Y.

Delay def H Delayy,,
rzeX,yeyY

Finalmente se integra el proceso Delay con aquellos usados para definir DESystem:

DDESystem < local ts, a;, ..., 0n, 2, .. a, ad;, ..., xdy in ( DEgs || Continuity | Delay )

29y m

4.3. Modelo celular del operdon de la lactosa en ntcc

En esta seccién se muestra de forma concreta el uso del proceso DDFESystem para la repre-
sentacion de sistemas de ecuaciones diferenciales retrasadas. Para tal efecto, se presenta su uso
sobre un modelo biolégico (i.e., un sistema de ecuaciones diferenciales) del operén de la lacto-
sa [YSMO04, YMO03].
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El modelo en [YSM04, YMO03] asume un ambiente o medio rico en lactosa y pobre en glucosa. Su
formulacion se produjo basandose en la experimentacién sobre una poblacién de células. Por tal
motivo, los resultados encontrados corresponden al comportamiento generalizado de un grupo
de células y no al comportamiento particular (a veces con caracteristicas discretas) de una sola
célula, donde un modelo molecular es el mas apropiado. El modelo biolégico a continuacién
(i.e., un sistema de ecuaciones diferenciales retrasadas) no tiene solucién analitica, por lo que
en cualquier caso es necesario de un método iterativo para encontrar una aproximacion a su
solucién. Para detalles biolégicos sobre el funcionamiento del operén de la lactosa el lector
puede referirse al capitulo 3.

4.3.1. Modelo biolégico

El siguiente modelo matemdtico fue tomado de [YSM04, YMO3]. Detalles biolégicos sobre los
pardmetros usados en el modelo pueden encontrarse en el apéndice B de [YMO3].

El sistema de ecuaciones diferenciales es el siguiente:

dm 1+ Ki(e #™Ma,, )™

- My T Ki(e Fvig,,)m (var + p)m

db o

o = ase KTBmo,, — (yB + p1)b

dp e

o = eI e e — (e )p

dl L. l

b e — a4 I

g7 OéLPKLE L. ﬁLlpKLl AUy (vo +n)

da l a

b b — Bab _

dt b~ Pabg g~ at e
Parametro Valor Parametro Valor
n 2 Umaz 0,0347min !
YM 0,411min~! YB 0,000833min !
YA 0,52min ! K 1000,0
Qg 0,000997mM min~! | g 2,0min
ap 17600,0min " K, 1,81mM
ap 0,0166min—! Ka 1,85mM
Ba 21500,0min ! ™ 0,1min
Ky, 0,97mM YL 0,0min—!
Yp 0,65min~! ag, 2880,0min 1
ap 10,0min~1 TP 0,83min
0L, 2650min ! Kr, 0,26mM
K, 25200,0mM —2

Cuadro 4.1: Parametros del modelo celular del operén de la lactosa

donde m, b, p, I y a son las concentraciones celulares de ARN mensajero, §-galactosidasa,
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permeasa, lactosa y alolactosa respectivamente. Ademds, m,,, Mry4rp ¥ a7y, son los valores
de las concentraciones de ARN mensajero y alolactosa un tiempo 7 en el pasado. La razén de
ser de estas dependencias temporales es que la produccién (i.e., sintesis) de [-galactosidasa y
permeasa depende en el tiempo ¢t = ts de la cantidad de ARN mensajero que habia en los tiempos
t=ts—1pyt=ts— (Tp+7p). Asi, estos retrasos en el sistema (i.e., Tp y 7p) tienen en cuenta
el tiempo que demora la ARN polimerasa en transcribir los genes LacZ y LacY , codificantes de
las proteinas (§-galactosidasa y permeasa. Un andlisis similar puede hacerse para el caso de la
alolactosa.

Otros datos usados en el modelo son las constantes L. = 0.08 y u = 0.0226, representando la
concentracién promedio de lactosa en el medio y la rata de crecimiento de la poblacién de células
respectivamente.

4.3.2. Modelo computacional en ntcc

El modelo matematico del operdn de la lactosa mostrado en la seccién anterior es representado en
ntcc por medio del proceso DD ESystem presentado en la seccion 4.2.1. Las condiciones iniciales
del sistema de ecuaciones diferenciales aqui descrito fueron tomadas del modelo matemaético
presentado en [YMO3]:

Variable Valor inicial | Variable Valor inicial | Variable Valor inicial
Mo 0.000626m M lo 0.372mM Po 0.0149mM
b, 0.0mM ao 0.038mM

Cuadro 4.2: Condiciones iniciales del modelo celular del operén de la lactosa

Estas condiciones iniciales (presentadas en el cuadro 4.2) son usadas para la definicién del proceso

Continuity.
Time(t) def tell(ts = t) || next Time(t + dt)
Statem (vm,) ef tell(m’ = vy,) || next State,, (m)
Statey(vy) 4 tell(b = vy) || next Statey(b)
State,(vp) of tell(p’ = vp) || next State,(p)
State;(v;) of tell(l’ = v;) || next State; (1)
Stateq(vq) of

tell(a’ = v,) || next State,(a)
=m

State(mo, bo, Po, Lo, Go) o) || next State,,(m,) ) |

( tell(

( tell(b = b,) || next Statey(bs) ) ||
( tell(p = p,) || next State,(po) ) ||
( tell(l =1,) || next State;(l,) ) ||

( tell(a = a,) || next Statey(a,) )

Continuity = Time(0.0) || State(mo, bo, Do, Lo, o)

Ahora se utilizan las constantes 7a7, 78 y 7p y las variables a,,, my y m,, para definir las depen-
dencias temporales retrasadas en las ecuaciones diferenciales, utilizando el proceso Delay, que
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determinan el comportamiento del ARN mensajero, la G-galactosidasa y la permeasa respecti-
vamente. La definicién del proceso Delay es la siguiente:

P, (U, td)
Qm, (Vm, tf)
R m, (td)
Delaym,m,
P, (U, td)
Qmp (Vm, tf)
Ry m, (td)
Delaym,m,
P, (vg,td)
Qu, (Var )
Ra.a,, (td)
Delaya,a,,
Delay

def

when ts < td do ( tell(my = vy,) || next Py, (v, td) )

when ts < tf do next Qn, (vm,tf) + when ts > tf do tell(mp = v,,)
Qm, (M, ts + td) || next R, m, (td)

Py (Mo, 7B) || Rinm, (TB)

when ts < td do ( tell(m, = vy,) || next P, (vm,td) )

when ts < tf do next Q.,, (v, tf) + when ts > tf do tell(m, = v,,)
Qm,(m,ts +td) || next Ry, ,, (td)

P, (Mo, 78 + 7P) || Rinym, (7B + TP)

when ts < td do ( tell(a,, = v,) || next P,,, (vq,td) )

when ts < tf do next Q,,, (ve,tf) + when ts > ¢f do tell(a,, = vg)
Qa,, (a,ts + td) || next R, 4., (td)

P, (a0, 7) || Ra,a,, ()

Delaym,m, || Delaym,m, || Delayq,a,,

Finalmente se definen los procesos ntcc, inspirados en la formulaciéon de Euler, para representar
las ecuaciones diferenciales y se integra el modelo completo en el proceso DD ESystem:

DEqgp,

DEq,

DEgq,

DEq

DEq,

DEqgs
DDESystem

1+K —KTAL - n
next tell(m = m' + dt x (aM% = (ym + p)m’))

(
next tell(b = b + dt x (age " Bmy, — (yp + u)b'))
next tell(p = p’ + dt x (ape "8+7P)m, — (yp + p)p'))
(
(

et tell(l = -+ dt x (awp' g — Fap oty — el glep — (v + 1)
next tell(a = a’ + dt x (aAb'ﬁ — Babl g — (ya + p)a’))
'( DEgm | DEgy || DEgy || DEq: || DEga )

local ts,m,b,p,l,a,m’ b, p',l',a’, my, my, ap, in
( DEqgs || Continuity || Delay )

4.4. Implementacion en Mozart-Oz

La implementacion del modelo anterior se hizo usando el simulador de procesos ntcc descrito en

el capitulo 2. A continuacién se muestra la estructura general del programa en Mozart-Oz. Las
variables usadas son construidas a partir de un sistema de restricciones sobre dominios reales

(XRI) [Gro04].

Inicialmente se definen los paquetes que se van a importar para ser usados en el programa.
También, se declaran las variables y constantes usadas en el modelo. Posteriormente se definen
sus dominios y valores respectivamente. En cada caso, los puntos suspensivos indican definiciones

del mismo tipo a la indicada encima de ellos.
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functor

import
%Packages and files used in the program
define
#Declaration of variables and global constants
%Variables

DEVars = vars(m:_ b:_ p:_ a:_ 1:_ t:_)  %Differential Equations Vars
DEDels = vars(mb:_ mp:_ am:_)  %Delay vars

T = vars(tntcc:_) Yntcc time

SVars = {Record.adjoin T {Record.adjoin DEVars DEDels}} YSystem Vars
%Constants

Resolution = 10.0  YSystem Resolution

Dt = 1.0 / Resolution YDifferential of time

MaxTime = 200 %Time of simulation (system units)

#%Definition of biological parameters (constants)

Leo = 0.08

#%Definition of initial conditions of the equations (constants)
Mo = 0.000626

#%Definition of domains (variables)
{Record.forAll DEVars proc{$ Xi} Xi = {RI.var.exp "[0.0, 100.0]"} end}

Para la implementacion de los procesos Continuity y Delay se declaran un conjunto de funciones
en Mozart-Oz que retornan cédigo simulable (ver detalles de la herramienta de simulacién en
el capitulo 2). La implementacién de los procesos State; no es necesaria dado que el simulador
cuenta con los campos current y residual en la variable Root tal como se describe en el capitulo
2. Por otro lado, en la implementacién del proceso Delay los valores de las variables con retraso
se calculan inmediatamente en el instante de tiempo en que se producen, y son enviadas por
medio de operadores next al instante de tiempo en que se requieren. Esto es debido a que en la
herramienta de simulacién no es posible tener el valor de una variable en cualquier instante de

tiempo anterior.

%CONTINUITY PROCESS

%General process definitions
%Calling functions

#%DELAY PROCESS

%General process definitions
%Calling functions

DelayM = {DelayXY a am Ao Tm}
DelayB = {DelayXY m mb Mo Tb}
DelayP = {DelayXY m mp Mo Tp}
Delay par(DelayM DelayB DelayP)

En la implementacién de cada proceso DEq, se utiliza una plantilla (i.e., proceso genérico
en ntcc) para su construccién. Asi, todos los procesos DEgq, tienen la misma forma en su
implementacion, pero usan diferentes variables y restricciones para su representacion en Mozart-
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Oz segiin su definicién en ntcc. En el ejemplo que se muestra a continuacion (i.e., implementacién
del proceso DEq,,) tienen lugar las siguientes correspondencias:

Especificaciéon en ntcc Implementacion en Mozart-Oz
m Mc
m’ Mr
dt Dt

K —KTAr - n
aA4%;iR¥éFﬂfg%;%;‘—(VAI—FAOTR’ Mode

Ky(e PTMa, )

m=m'+dt x (anm IiiKll((Z*uTM(;m))n — (v + p)m’) DeM
next tell(m = m’ + dt x (o g vt — (o + w)m')) | DEqm

%DEqgs PROCESS

%mRNA
DEgm = next(
tell(
proc{$ Root}
Mc Mr Mode DeM in
Mc = Root.current.m
Mr = Root.residual.m
Mode =
DeM = eq(Mc plus(Mr times(Mode Dt)))
{RI.hc4 DeM}
end
)
)
#Differential equation system
DEgs = rep(
par(
DEgm DEgb DEgp DEql DEqa
)
)
%System
DDESystem = par(
DEgs Continuity Delay
)

En el programa anterior, la linea {RI.hc4 DeM} lanza o impone un propagador sobre la restric-
cién DeM usando la técnica de consistencia hed [Gro04] implementada sobre los XRI. Se omiten
los procedimientos que implementan las demds ecuaciones diferenciales del sistema (i.e., DEqgb,

DEqp, DEql y DEqa).

Finalmente, el programa t

ermina con la declaracién de un procedimiento que se desee ejecutar en-

tre dos unidades de tiempo en ntcc. En nuestro caso, se declara el procedimiento SaveAllFiles,

para guardar los resultados de la simulacién de una unidad de tiempo en ntcc (i.e., el estado de
las variables en el almacén de restricciones actual). Ademds, se llama al simulador de procesos
ntcc, se indican cuales son las variables del sistema, las unidades de tiempo en ntcc a ejecutar
y el procedimiento para guardar los resultados de la simulacién. La linea {Application.exit

0} finaliza el programa.
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SaveAllFiles = ...

in
{
NTCC.simulate [DDESystem] %Simulation Process
SVars %System Vars
{FloatToInt Resolution}*MaxTime %Simulation Time (ntcc time units)
SaveAllFiles %Saving Simulation Results
}
{Application.exit 0}
end

Como puede apreciarse, el programa anterior calcula la solucién del sistema de ecuaciones dife-
renciales que representa el comportamiento del operén de la lactosa a nivel celular. Se omiten
detalles del programa completo.

4.4.1. Resultados de la simulacién en ntccSim

Los resultados de la simulacién del programa presentado en la seccién anterior muestran el com-
portamiento dinamico de las concentraciones de las proteinas tenidas en cuenta para determinar
el comportamiento regulatorio del operdn de la lactosa. Las graficas de la simulacion se presentan
en la figura 4.3.

La grafica 4.3(a) muestra el comportamiento del ARN mensajero cuando el operén de la lactosa
inicia el proceso de regulacién. Como se indico anteriormente, el medio en el cual se encuentra
la poblacién de células presenta alta concentraciéon de lactosa y baja concentracién de glucosa.
Por tal motivo, la poblacion de células es inducida por la lactosa del medio resultando en una
activacién del operdn. El primer resultado verificable de la induccién del operén es el incremento
en la produccién de ARN mensajero producto del proceso de transcripcion.

En las gréficas 4.3(b) y 4.3(c) se aprecia que después de iniciado el proceso de transcripcion (i.e.,
grafica del ARN mensajero), se inicia la traduccion del operén. Esto resulta en la sintesis de las
proteinas (-galactosidasa y permeasa, las cuales son codificadas por los genes LacZ y LacY res-
pectivamente. Hasta este punto las graficas 4.3(a), 4.3(b) y 4.3(c), muestran el comportamiento
del operén de la lactosa siguiendo el dogma central de la biologia molecular.

Producto del proceso de regulacion genética anterior, en las graficas 4.3(d) y 4.3(e) puede notarse
que la poblacion de células pese a que no desperdicia fuentes de energia, tampoco las consume
desmesuradamente. Por tal motivo, después de tener la cantidad suficiente para cumplir con sus
funciones celulares tanto las concentraciones de lactosa como de alolactosa alcanzan un estado
de estabilidad.

Finalmente, aunque en el operén de la lactosa es posible identificar mas elementos bioldgicos si
la red de regulacién se analiza con més detalle, el sistema aqui presentado muestra los aspectos
més relevantes que determinan su comportamiento a nivel celular. Un enfoque de estudio de
sistemas biolégicos de este tipo (i.e., por niveles) es claramente promovido por los resultados
encontrados en la biologia sistémica.
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4.5. Resumen

En este capitulo se presenté un esquema de ejecucién de modelos en ntcc y un conjunto de
procesos béasicos que permiten la representacién de sistemas continuos descritos con ecuaciones
diferenciales ordinarias (ODEs). En particular, se definieron procesos para modelar continuidad
temporal y persistencia en las variables del sistema. Ademds, se definié un proceso para la
solucion iterativa de ecuaciones diferenciales basado en el Método de Euler. Dos ejemplos se
presentan para mostrar de forma concreta la manera de usar los “encodings” de ecuaciones
diferenciales en ntcc aqui propuestos.

Posteriormente, el modelo en ntcc se extendié para permitir la representacion de sistemas con
dependencias temporales mds complejas (i.e., sistemas de ecuaciones diferenciales retrasadas).
El modelo extendido fue usado para describir el comportamiento a nivel celular del operén
de la lactosa. Siguiendo un enfoque de programacién declarativa, inherente a los modelos de
computacién basados en restricciones, se implemento y simulé el modelo en ntcc del operén de
la lactosa. Un aspecto importante de la herramienta de simulacion es que ésta ejecuta procesos
del célculo ntcc siguiendo su semdantica operacional. Finalmente se presentan las graficas con
los resultados de la simulacién. El funcionamiento del sistema es explicado a la luz del dogma
central de la biologia molecular y la biologia sistémica.
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5 Modelado, simulacién y verificacion de redes de
regulacion genética

En este capitulo se presentan un conjunto de herramientas que permiten (i) describir formalmen-
te el comportamiento de redes de regulacion genética usando un calculo de procesos temporal
basado en restricciones, (ii) simular los modelos derivados de tal proceso de descripcion y (iii)
verificar propiedades sobre estos modelos. Ademds, se presenta un modelo basado en parametros
del operén de la lactosa, el cual es descrito usando los procesos definidos en este capitulo.

En la primera parte de este capitulo se presenta un conjunto de procesos genéricos y paramétricos
en ntcc que permiten modelar las principales caracteristicas de las redes de regulacion genética.
Posteriormente en la seccién 5.2, tales procesos son usados para proponer un modelo que describe
la estructura y el comportamiento a nivel molecular del operén de la lactosa. Este modelo es
simulado en Mozart-Oz usando ntccSim con el fin de observar el comportamiento del sistema.
Finalmente en la seccién 5.4 se muestra como es posible usar el sistema de inferencia asociado
con ntcc para verificar propiedades sobre el modelo.

5.1. Redes de regulacion genética en ntcc

Desde el nacimiento de la biologia sistémica, las redes de regulacién genética se han constituido
como uno de los sistemas mas estudiados por su importancia a nivel celular. Estas controlan
o regulan los procesos celulares segin la informacion presente en el ADN de cada organismo.
Sin embargo, existen caracteristicas a nivel molecular en este tipo de redes que las vuelven
especialmente complejas. Por ejemplo, la presencia combinada de elementos discretos y continuos
tanto en su constituciéon como en su funcionamiento, haciendo compleja la tarea de formular
un modelo matematico compacto que describa su comportamiento tal como se mostré en el
capitulo anterior. Por tal motivo, los procesos que se presentan a continuacién intentan modelar
comportamientos tanto discretos como continuos para representar de la mejor forma posible los
eventos moleculares presentes en estas redes.

5.1.1. Definicion de variables

En la definicién de los procesos genéricos y paramétricos presentados maéas adelante en este
capitulo se usaran de forma combinada variables reales y discretas en el modelado segin sea el
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caso. Al igual que en el capitulo anterior, se usard el proceso Continuity para tener una visién
continua de las variables de los sistemas a modelar. Por la definicién del proceso State, éste
puede ser usado también para hacer persistente el valor de las variables discretas del sistema.
De esta forma, en este modelo se usaran de forma combinada wvariables discretas definidas a
partir de un sistema de restricciones sobre enteros de dominio finito [Con06] y variables reales
definidas a partir de un sistema de restricciones sobre dominios continuos [Gro04].

La notacién de las variables usadas en el proceso Continuity serd m; y m}, donde i € N, para
indicar su valor en la unidad de tiempo actual y anterior respectivamente, segin la codificacién
usada para la representacién de sistemas continuos descrita anteriormente. En adelante, por
cuestiones de simplicidad, se hard mencién a la entidad biolégica representada por la variable
m; (e.g., concentracién de moléculas, niveles de expresiéon de un gen, estado de una regién
gendmica, etc.) simplemente haciendo referencia al subindice de la variable (i.e., ¢ para indicar
la variable m;). Asi, el modelo estara compuesto por variables de la forma m1,ma, ..., m,, donde
n es el numero de entidades bioldgicas identificadas en el sistema a nivel molecular.

5.1.2. Procesos de senalizacion

En la descripcion de sistemas a nivel molecular existen muchos eventos que tienen que ser con-
siderados para realizar un modelado adecuado. Por ejemplo, cuando un grupo de moléculas
interactia con otro, realiza una tarea o accion especifica o produce una senal de control biolégi-
co. Dada la naturaleza de este tipo de eventos, se usaran variables discretas para indicar su
presencia o ausencia en el sistema a modelar. Estas tipo de variables seran llamadas wvariables
de senalizacion en el resto del documento. Se define, entonces, el proceso genérico Signal para
modelar este tipo de comportamiento:

Signal % 1 H (when e do next tell(svar = 1) || unless e next tell(svar = 0))

ecE,svaresS

donde E es el conjunto de restricciones expresando eventos moleculares en el sistema, y S el
conjunto de variables de senalizacién. Es importante notar que la anterior especificacién no
es igual a una estructura del tipo if-then-else ya que a diferencia de ésta el proceso Signal
puede razonar ademads sobre la ausencia de informacién. De esta forma, es siempre posible
determinar el valor de svar sin importar si la restriccién e puede ser inferida o no a partir de
la informacién en el almacén de restricciones. Por ejemplo, cuando store = e se impondré la
restriccién svar = 1 en la siguiente unidad de tiempo. De lo contrario, si e no puede ser inferida
a partir de la informacién (parcial) en el almacén de restricciones, entonces el proceso unless
impondrda svar = 0 en la siguiente unidad de tiempo.
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5.1.3. Procesos de control

Mientras que los procesos de senalizacion se encargan monitorear las variables que indican la
presencia o ausencia de eventos moleculares (e.g., cambio de estado de un gen, superacion de
un nivel de concentracién, ocurrencia de una reaccién quimica, etc.), los procesos de control
se encargan de determinar el valor de las variables que representan entidades biolégicas en el
sistema (e.g., estado de un gen, valor de la concentracién de una proteina, etc.). Para lograr tal
control se definen dos procesos en ntcc: Regulate; y Status;.

Por un lado, el proceso paramétrico Regulate; se define para controlar o regular procesos biol6gi-
cos en los que siempre es posible determinar un valor de regulacién dada una variable de senali-
zacion. La formalizacién en ntcc del proceso paramétrico Regulate; es la siguiente:

Regulate;(svar, P;, N;) 4 when svar = 1 do P, + when svar =0 do N;

Dada la especificacion anterior se tiene que el proceso P; es ejecutado cuando el evento biolégico
marcado por la variable de senalizacién svar ocurre. De otra forma, el proceso N; es ejecutado.
Es importante notar que un solo tipo de regulacién es hecha sobre i ya que el operador “+” al
escoger entre los dos tipos de regulacién hace que el otro se elimine definitivamente en la unidad
de tiempo en que se hace la escogencia. El proceso Regulate; es especialmente 1til cuando se
modelan sistemas en los que es comun regulacién positiva o negativa segiin un conjunto de
condiciones.

Por otro lado, el proceso genérico Status; se define para controlar procesos en los que existe al-
guna de las siguientes dos caracteristicas: (i) dado un conjunto finito de variables de senalizacién
existen varias acciones véalidas posibles de control o (ii) no es posible determinar tal conjunto
finito de variables de senalizacién por lo que es necesario introducir un estado por defecto para
su control. La especificacion formal del proceso Status; en ntcc es la siguiente:

Status; < 1 (( then condition. do next tell(m; = fc;(m})) ) ||

ceC
unless knownConditions next tell(m; =m.) )

donde C' es el conjunto de indices de condiciones o restricciones conocidas para determinar un
cambio en el estado de i. El nuevo valor o estado de i es definido por la funcién fc; relacionada
con la restriccién condition,. escogida por Y. Si ninguna de estas condiciones puede ser inferida
a partir de la informacién en el almacén de restricciones actual, se conserva el estado actual en
la siguiente unidad de tiempo gracias al proceso unless. Lo anterior sugiere que la restriccién
knownConditions es de la forma: knownConditions = \/ . condition..
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5.1.4. Genes

En esta seccion se propone una especificacion en ntcc para el modelado de la entidad bioldgica
mas importante en una red de regulacién genética: un gen. El modelo involucra una visiéon
completa del comportamiento del gen segin el dogma central de la biologia molecular. Por
lo tanto, en el modelo se describen los procesos de transcripcién (i.e., produccién de ARN
mensajero) y traduccién (i.e., sintesis de proteinas). La especificacién, ademds, modela el nivel
de expresion del gen. Su formulacion se basa en el modelo propuesto para la descripcién de
la estructura y el funcionamiento de un gen presentado en [MMO04]. El proceso en ntcc que
representa este tipo de comportamiento es el siguiente:

def

GenStatus; = | ( ( when tbegin; =1 Atend; =0 do nexttell(m; =m} +1) +
when tbegin; = 0 A tend; = 1 do next tell(m; =m) —1) ) |
unless tbegin;, # tend; next tell(m;, =m)))
MRNA;(pj,d;) dof Regulate;(tbegin;, next tell(m; = m/ + p; — dt x (d; x m})),

next tell(m; = m’ — dt x (d; x m})))
PROTEIN(pk,dr) of Regulatey(mrnah;, next tell(my = mj, + dt x (px x m’; — di, x m})),
next tell(my = mj, — dt x (dr x m})))

Gen; jk(pj,dj,pe,di,) = GenStatus; || ! MRNA;(p;,d;) || ! PROTEIN(p, di)

El proceso GenStatus; es construido a partir de la especificacién genérica de Status;. Las varia-
bles de senalizacion tbegin; y tend; se usan para indicar que una molécula de ARN polimerasa
inicia o termina la transcripcién del gen. Asi, la variable discreta m; mide el nivel de expresion
del gen representado por el nimero de moléculas de ARN polimerasa que se encuentran trans-
cribiéndolo. Mientras no existan moléculas iniciando o finalizando la transcripcién del gen, éste
permanece con su mismo nivel de expresion, es decir, m; conserva su valor en el tiempo. Nétese
ademds que la condicién en el proceso unless (i.e., knownConditions en el proceso genérico)
es como se indicé anteriormente (i.e., thegin; # tend; = ((tbegin; = 1 A tend; = 0) V (tbegin; =
0 A tend; = 1))).

El proceso M RN A; utiliza la especificacién paramétrica Regulate; para su definicién. Bésica-
mente cuando la variable de sefializacion tbegin; se activa (i.e., thegin; = 1), m; (midiendo la
concentracion de ARN) modifica su valor segiin el pardmetro p; (i.e., el factor de produccién).
En cualquier otro caso, la concentraciéon de ARN disminuye segin el parametro de degradacion
natural d;. Finalmente, el operador de replicacién “!”
la concentraciéon de ARN en todo instante de tiempo.

permite que el proceso Regulate; controle

Siguiendo el mismo estilo de descripcién usado para M RN A, se utiliza el proceso Regulatey,
para describir el comportamiento dinamico de la sintesis de proteinas en el proceso de traduccién.
El proceso ahora es regulado por la variable de senializacién mrnah;, la cual indica cuando el
nivel de concentracién de ARN ha superado un limite y por lo tanto es posible que se inicie
la traduccién. Nuevamente se cuenta con dos constantes (i.e., pr y di) parametrizando las
expresiones (i.e., restricciones) que regulan la sintesis y degradacién de la proteina que codifica el
gen. Nétese que el proceso de produccion o sintesis de la proteina, a diferencia del de degradacién,
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depende de la concentracién de ARN en el sistema. Esto se evidencia en la presencia de la
expresion pg X m; en la restriccién.

5.2. Modelo molecular del operdn de la lactosa en ntcc

Esta seccién muestra el uso de los procesos genéricos y paramétricos presentados anteriormente
para el modelado de redes de regulaciéon genética en la descripciéon del comportamiento a ni-
vel molecular del operén de la lactosa. Tal proceso de modelado se basa en la descripcién de
los elementos y comportamientos observables del sistema. Tanto los unos como los otros son
parametrizados por constantes que determinan un comportamiento biolégico particular en ellos.

5.2.1. Modelo biolégico

En este nivel de descripcién (i.e., nivel molecular) el modelo bioldgico esta constituido por las
entidades bioldgicas identificadas (cuadro 5.1), los pardmetros que las caracterizan (cuadros 5.2,
5.3y 5.4), y la descripcion del funcionamiento del sistema (la cual es presentada en detalle en el
capitulo 3). La integracién coherente de estos tres elementos permite tener una visién completa
del sistema a modelar.

Con respecto a los pardmetros del sistema es importante clarificar lo siguiente. En el cuadro
5.2 se muestran los pardmetros relacionados con el dogma central de la biologia molecular, lo
cuales caracterizan los procesos de transcripcion y traduccion de los genes que constituyen la
red de regulacion genética del operdon de la lactosa. El cuadro 5.3 presenta los parametros que
determinan la velocidad de los procesos de degradaciéon natural de algunas de las entidades
biolégicas identificadas. Y en el cuadro 5.4 se presentan pardametros relacionados con procesos
diversos como el movimiento de moléculas, el enlace a sitios del ADN del operén, la conformacién
de complejos moleculares y la ocurrencia de reacciones bioquimicas, entre otras.

A continuacién se presentan las variables y los pardametros usados en este modelo. Una descrip-
cién detallada de cada uno de ellos puede ser encontrada en [MMO04], documento del cual fueron
tomados.

5.2.2. Modelo computacional en ntcc

En el modelo en ntcc que se presenta en esta seccién se usan la variables m1, ..., msg y el proceso
Continuity como se indica en la seccién 5.1.1. De igual forma, el proceso Signal para la creacién
de todas las variables de senalizacion. La presentacion del modelo se divide en cuatro partes por
motivos de claridad. Primero, se presenta un modelo discreto de la regién de control (positivo
y negativo) del operén de la lactosa. Posteriormente, se expone la forma en que se especifica la
estructura y el funcionamiento de los genes que componen el operén. Al final, en las dos ultimas
partes, son modelados los procesos de regulacién por inducciéon y represion, la produccién de
alolactosa, el ingreso de lactosa al medio celular y su posterior hidrélisis en glucosa y galactosa.
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Variable | Tipo Descripcion

mi discreta | Regién promotora del operén

mo discreta | Regién de enlace de la molécula CAP-cAMP (CAPsite)
ms discreta | Region operadora del operén

my real Proteina activadora de catabolito (CAP)

ms real Adenosin monofosfato ciclico (cAMP)

me real Glucosa

my real Complejo represor unido a la regién operadora del ADN del operén
ms real Alolactosa

My real Lactosa dentro de la célula

mio real Complejo alolactosa-represor

mi1 real Adenosin monofosfato (AMP)

mi2 real Adenosin difosfato (ADP)

mis3 discreta | Regién promotora del gen represor Lacl

mig real ARN mensajero del gen represor Lacl

mis real Proteina del gen represor Lacl

M6 real Complejo represor

mar real Complejo represor unido al ADN del operén

mig real Complejo represor libre en la célula

mig real ARN mensajero del gen LacZ

mao real Protefna del gen LacZ (S-galactosidasa)

ma1 discreta | Region del ADN del operén entre los genes LacZ y LacY
Moo discreta | Estado de expresién del gen LacY

Ma3 real ARN mensajero del gen LacY

Moy real Proteina del gen LacY (permeasa)

mas discreta | Regién del ADN del operén entre los genes LacY y LacA
Mg discreta | Estado de expresién del gen LacA

may real ARN mensajero del gen LacA

Mag real Proteina del gen LacA (Tiogalactosido transacetilasa)
Mag real Lactosa fuera de la célula

mso real Galactosa

Cuadro 5.1: Variables del modelo molecular del operén de la lactosa

Region de control del operén

El modelado de la regién de control del operén de la lactosa se fundamenta en la especificacion
del comportamiento logico de los procesos de control que determinan si el operén se encuentra
activo (i.e., bajo induccién) o inactivo (i.e., bajo represién). Por tal motivo, se modelaran dos
sitios especificos del ADN del operén de la lactosa: el sitio de enlace del complejo CAP-cAMP
(donde se facilita la induccién) en el proceso C'APsites, y el sitio de enlace del complejo represor
o regién operadora (donde tiene lugar la represién) en el proceso Operators. En ambos casos
para la construccion de los procesos C APsites v Operators se usara el proceso genérico Status;
como una plantilla para su modelado.

Se usaran cuatro variables de senalizacion: capcamph, repressorh, releasecap y releaserep. Las
dos primeras son usadas para indicar cuando las concentraciones de los complejos sean lo suficien-
temente altas para permitir la induccién (i.e., capcamp = 1) o represion (i.e., repressorh = 1)
del operdén segun sea el caso. Por otro lado, las dos tltimas son usadas para indicar que los
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Velocidad de transcripcion | Valor | Velocidad de traduccién | Valor
Gen represor Lacl 1.082 | Gen represor miy
Gen LacZ 3.075 | Gen LacZ mig
Gen LacY 1.254 | Gen LacY masz/2
Gen LacA 0.682 | Gen LacA maz /5

Cuadro 5.2: Velocidades de transcripcion y traduccién en el operén de la lactosa

Parametro | Velocidad de degradacién natural Valor
dy Proteina activadora de catabolito (CAP) 1/10
d1a ARN mensajero del gen represor 1/10
dys Proteina del gen represor 1/10000
di7 Complejo represor unido al ADN del operén 1/10
dis Complejo represor libre en la célula 1/10

dr Complejo represor unido a la regién operadora | 1/10
d1g ARN mensajero del gen LacZ 1/10
dao Proteina del gen LacZ 1/10000
das ARN mensajero del gen LacY 1/10
daa Proteina del gen LacY 1/10000
dar ARN mensajero del gen LacA 1/10
dag Proteina del gen LacA 1/10000
dag Lactosa fuera de la célula 1/10000
dg Lactosa dentro de la célula 1/10000
ds Alolactosa 1/2

dso Galactosa 1/10000
dg Glucosa 1/10
dio Complejo alolactosa-represor 1/10000
ds Adenosin monofosfato ciclico (cAMP) 1/10000
d11 Adenosin monofosfato (AMP) 1/10000
dyo Adenosin difosfato (ADP) 1/10000

Cuadro 5.3: Velocidades de degradacién natural en el operén de la lactosa

complejos CAP-cAMP y represor se liberan de sus sitios de enlace, es decir, releasecap = 1
y releaserep = 1 respectivamente. La especificaciéon en ntcc que formaliza lo anterior es la
siguiente:

CAPsitey EC ( (when capcamph = 1 A releasecap = 0 do next tell(mg = m, +1) +
when capcamph = 0 A releasecap = 1 do next tell(mg = m5 — 1)) ||
unless capcamph # releasecap next tell(mg = mj) )

Operators Lt ( (when repressorh = 1 A releaserep = 0 do next tell(ms =m4 +1) +

when repressorh = 0 A releaserep = 1 do next tell(ms = mj5 — 1)) |
unless repressorh # releaserep next tell(ms =mj) )

ControlRegion L CAPsite, || Operators

donde my > 1 indica que el complejo molecular CAP-cAMP esta presente y por tanto se ejerce
un control positivo sobre el operén. Esta condicién (i.e., my > 1) favorece la induccion de la
expresién del operén. Por otro lado, m3 > 1 representa la presencia del complejo o tetramero
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Velocidad de produccién o conformacién de macromoléculas | Valor
Conformacién del complejo represor 4mys5/5
Conformacién del complejo alolactosa-represor mg X Mig
Produccién de alolactosa a partir de la lactosa interna mo/5
Produccién de alolactosa a partir de la lactosa externa mag/10

Produccién de glucosa y galactosa a partir de la lactosa interna (vg)

(mgo X mg)/(mg X 10m20)

Velocidad de movimiento molecular

Valor

ARN polimerasa entre LacZ y LacY
ARN polimerasa entre LacY y LacA
Lactosa a través de la membrana celular (vp)

0.051
0.065
(maa X mag)/(mag + 10maa)

Velocidad de reacciones quimicas

Valor

Transformacién de cAMP en AMP ms/10
Transformacién de AMP en cAMP m11/10
Transformacién de AMP en ADP m11/10
Transformacién de ADP en AMP my2/10
Velocidad de enlace a regiones del ADN Valor

Enlace del complejo represor a la regiéon operadora 96m16/100
Enlace del complejo represor al ADN codificante del operén 399m16,/10000

Cuadro 5.4: Otros parametros del modelo molecular del operén de la lactosa

represor en el sistema. Esta condicién (i.e., m3 > 1) es entonces reflejo de que se esta efectuando
un control negativo sobre el operén y por lo tanto favorece la represion del funcionamiento del
operén. Por tal motivo, la transcripcién éptima del operdn se inicia realmente cuando existe
induccién (i.e., mo > 1) y no existe represién (i.e., mg = 0). Se usard la variable de senalizacién
tbegin, para indicar tal evento. La especificacién en ntcc de esta condicion, formalizada como
un subproceso en Signal, es la siguiente:

when my > 1 Ams = 0 do next tell(tbegin, = 1)

unless mo > 1Am3 =0 next tell(tbegin; =0)

Region codificante o de genes estructurales

El modelado de los genes del operén de la lactosa (i.e., LacZ, LacY y LacA) es facilmente descrito
usando el proceso Gen, ;. presentado en la seccién 5.1.4. Ademds, en esta secciéon se modelan
las regiones de ADN que separan cada uno de los genes.

' ( ( when tbegin; =1 Atend; =0 do nexttell(m; =mj +1) +
when tbegin; = 0 Atend; = 1 do nexttell(m; =mj —1)) ||
unless tbeging # tend; next tell(m; =m]))

Promotery =

MRN Ay9(p19, dig) fef Regulaterg(tbeging, next tell(mig = mig + p1g — dt X (d1g X mig)),

next tell(myg = mig — dt X (d1g x miy)))
PROT EINy(p2o,dao) = Regulateso(mrnahig, next tell(mao = my, + dt x (p2o X mig — dao X Miy)),

next tell(mgo = m’QO —dt x (dgo X méo)))
PT’OT)’LOtGTl H ! MRNAlg(lo,dlg) || ! PROTEIN20(107d20)
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En el proceso anterior se modela la regién promotora (i.e., proceso Promotery) del operén de
la lactosa, el comportamiento dindmico del ARN mensajero transcrito a partir del gen LacZ
(i.e., proceso MRN Ayg) y la sintesis de la (-galactosidasa (i.e., proceso PROTEINy). Las
variables de senalizacién tbegini, tend; y mrnahyg tienen los mismos significados dados en la
seccién 5.1.4. En particular, para la definicién de la variable tend; (al igual que como se hace
para las variables tendss y tendag presentadas méas adelante) se usan los datos de la velocidad
de transcripcién de cada gen mostradas en el cuadro 5.2.

Los procesos para la descripcién de los genes LacY y LacA se construyen de forma analoga al
proceso anterior, por lo que sélo se presentan los procesos paramétricos Genag 2324 y Genag 27,28
que los describen. De esta forma, el modelo en ntcc de los tres genes que componen el operén
de la lactosa es el siguiente:

G6n1719720(1.07d19, 1.0,d20) :f PTO?TLOtET’l || ! MRNA19(1.07d19) || ! PROTEINQ()(lO,dQO)
Gen22123,24(1.0, d23, 057 d24) = GenStatuszg H ! MRNAQg(lO, dgg) || ! 1:)]%01_1911\/'24(057 d24)
Gen26,27,28(1.0, d27, 0.27 dgg) GenStatu826 H ! JZ\4‘R]\71427(1.07 d27) || ! PROTEIN28(027 dgg)

donde los procesos PROTEIN->y y PROT EIN>g modelan la permeasa y la tiogalactosido tran-
sacetilasa respectivamente.

Haciendo uso nuevamente del proceso genérico Status; se modelan las regiones de ADN entre
los genes del operén de la lactosa. Estos modelos dan cuenta del nimero de moléculas de ARN
polimerasa que se encuentran moviéndose entre cada gen. Aqui se usan los pardmetros mostrados
en el cuadro 5.4 para definir las variables de senalizacién usadas en el modelado de estas regiones.
Los procesos en ntcc son los siguientes:

DelayZYo def ( ( when tbegina; = 1 A tenda; = 0 do next tell(ma; =mbh +1) +

when tbegina; = 0 Atends; = 1 do nexttell(ma; =mbh — 1)) ||

unless tbeging # tends; next tell(ma; = mb,) )

DelayY Aos def ( ( when tbegings = 1 A tendss = 0 do next tell(mos = mb; + 1) +

when tbegings = 0 A tendas = 1 do next tell(mas = mbh; — 1) ) ||
unless tbegings # tendas next tell(mas = mby) )

Finalmente, los modelos anteriores se integran en el proceso StructuralGenes haciendo uso del
operador de composicién paralela:

StructuralGenes Genq 19,20(1.0,d19,1.0,d2o) || DelayZYz ||
Gen22123124(1.0, d23, 057 d24) || DelayZY25 ||
Genge,27,28(1.0, d27, 0.2, dog)
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Induccién y represion

Los procesos de induccion y represion, tal como se explico en el capitulo 3, son los que determinan
que el operén de la lactosa se encuentre activo o inactivo. La especificacién de estos procesos
biolégicos hace uso frecuente del proceso paramétrico Regulate;. A continuacién se presentan

los modelos en ntcc para la descripcién del proceso de inducciéon debido al comportamiento del
cAMP, el AMP, el ADP y el CAP.

CAMP ef Regulates(glucl,

next tell(ms = m§ + dt x (0.1mf; — 0.1001m})),
next tell(ms = m§ — dt x 0.1001m}))
def

AMP = Regulatey1(glucl,
next tell(mH = mlll + dt x (Olm% + 01m112 _ 02001771/11)),
next tell(mH = mlll + dt x (Olm% + 01m112 _ Oloolmlll)))

ADP ©" | next tell(mi2 = mi, + dt x (0.1mf}; — 0.2m},))
CAP ) next tell(my = m), + dt x (1.0 — 0.1m}))
Induction < | CAMP || | AMP || ADP | CAP

La variable de senalizacién glucl indica cuando el nivel de concentracion celular de glucosa es
lo suficientemente bajo para que se “dispare” un incremento en la produccién de cAMP al igual
que en la formacién del complejo CAP-cAMP. Nétese que los procesos ADP y CAP no usan el
proceso paramétrico Regulate; ya que ellos no presentan regulacion.

De forma similar a como se procedié para la descripcion del proceso de induccién, se modelan los
procesos relacionados con la represion. El proceso Repression presentado més adelante modela
el gen represor Lacl, la formacién del complejo represor y la forma en que este se comporta
dentro de la célula, i.e., mediante union a la regién operadora, a la regién codificante del operén
o permaneciendo libre dentro de la célula hasta su degradacion. Ademas, se modela la formacion
del complejo alolactosa-represor.

Para la descripcion del gen represor Lacl se procede de igual forma que con aquellos mo-
delados anteriormente. Por otro lado, la formacién del complejo represor (modelado en el
proceso Repressor) asi como su comportamiento (modelado con los procesos DN ABinding,
NotBinding y Operator Binding) es determinada por la concentracion de alolactosa dentro de
la célula. El comportamiento de este sistema es el siguiente: si se supera cierto nivel de con-
centracién celular de alolactosa, indicado por la variable de senalizacion allolach, se inicia la
formacion del complejo alolactosa-represor el cual favorece la activacion del operén de la lac-
tosa. Sin embargo, si tal nivel de concentracién no se supera (i.e., allolach = 0), el complejo
represor cumple la funcién para la cual es sintetizado. El modelo en ntcc para la descripcién de
la represién del operdn de la lactosa es el siguiente:
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Gen113,14,15(1.0,d14, 1.0,d15) = GenStatu813 H ! MRNA14(1.0,d14) || ! PROTEIN15(1O7d15)

Repressor = Regulateyg(allolach,

next tell(mig = mig + dt x (0.2mf5; — mg x miy)),

next tell(mig = mig + dt x (0.2m}5 — mis))
DN ABinding = Regulateiz(allolach,

next tell(mq7 = my; — dt x 0.1m},),

next tell(mq7 = mfi; + dt x (0.0399m} ¢ — 0.1m} 7))
NotBinding = Regulateig(allolach,

next tell(mig = mig — dt x 0.1mfyg),

next tell(ms = mig + dt x (0.001m}g — 0.1mg))
Operator Binding = Regulater(allolach,

next tell(m; = m/, — dt x 0.1m}),

next tell(m; = m/; + dt x (0.96m}4 — 0.1m%))

Binding = DNABinding | NotBinding || Operator Binding
ComplexAR def Regulateig(allolach,
next tell(mig = mfiy + dt x ((ms x mg) — 0.0001m},)),
next tell(myg = mfi, — dt x 0.0001m},))
def

Repression = 67'6771,[13)14)15(1.O7 d14, 1.0, d15) ||
! Repressor || | Binding || | Complex AR

Degradacién de la lactosa

Generar fuentes de energia a partir de la lactosa en el medio de la célula representa el fin
verdadero de esta red de regulacién genética. Los principales procesos biolégicos aqui modelados
son: el paso de la lactosa externa a través de la membrana hacia el interior de la célula, la
divisién o hidrélisis de la lactosa, y la produccién de alolactosa inducida por la presencia de la
lactosa.

El primer proceso bioldgico es regulado por la variable de senalizacién permh y por el parametro
vp (ver cuadro 5.4). Por un lado, permh indica cuando la permeasa ha superado un limite minimo
para facilitar que la lactosa externa atraviese la membrana celular. Por otro, vp permite calcular
el grado de regulacion ejercido por la permeasa sobre la membrana celular. Por lo tanto, permh
afecta las concentraciones de lactosa dentro de la célula (modelada en el proceso LacIn) y fuera
de ella (modelada en el proceso LacOut).

El segundo proceso bioldgico (i.e., la hidrélisis de lactosa en glucosa y galactosa) es modelado
haciendo uso de la variable de senalizacién bgalh y del parametro vg. La variable de senalizacién
bgalh indica cuando la concentracién celular de (-galactosidasa es suficientemente alta para
iniciar la hidrdélisis de lactosa interna. Por otro lado, el grado de regulacion del proceso de
hidrélisis es calculado con el pardmetro vg. De esta forma, tanto bgalh como vp afectan los
procesos en ntcc que modelan la lactosa dentro de la célula (i.e., proceso LacIn), la glucosa
(i.e., proceso Glucose) y la galactosa (i.e., proceso Galactose).

Finalmente, la concentracién de alolactosa es requlada por las variables de senalizacién lacinh
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y allolach. La primera indica cuando la concentracién de lactosa dentro de la célula es lo sufi-

cientemente alta para inducir la produccién de alolactosa y la segunda “senala” el mismo evento

molecular indicado en el proceso de represion (i.e., formacién del complejo alolactosa-represor).

Los procesos en ntcc que formalizan los tres procesos bioldgicos explicados son los siguientes:

LacOut

Lacln

Glucose

Galactose

Allolactose

Hydrolysis

Regulatesg(permbh,
next tell(mag = mby — dt X (vp + dagmlyy)),
next tell(mag = mby — dt X (dagmby)))
Regulateg(bgalh,
Regulateg(permh,
next tell(mg = m§ + dt x (vp — vg — dgmy)),
next tell(mg = my — dt x (vg + demy))),
Regulateg(permh,
next tell(mg = m{ + dt x (vp — dgmy)),
next tell(mg = mg — dt x (dgmy))))
Regulateg(bgalh,
next tell(mg = mg + dt x (vg — degmg)),
next tell(mg = mg — dt x (dgmg)))
Regulateso(bgalh,
next tell(msg = myy + dt x (vg — dzomyy)),
next tell(m30 = méo —dt x (dgomlgo)))
Regulateg(allolach,
Regulateg(lacinh,
next tell(mg = mg + dt x ((dagmbg + 0.2myg) — (dgmf + mg x mig))),
next tell(mg = mg + dt X (degmby — (dgmf + m§ x miy)))),
Regulates(lacinh,
next tell(msg = m§ + dt x ((degmby + 0.2mg) — dsmg)),
next tell(ms = m§ + dt x (dagmby — dsmsg))))
! LacOut || ! LacIn || ! Glucose || ! Galactose || ! Allolactose

Integracion de procesos

Todos los procesos presentados en esta seccion se integran en GRIN de la siguiente formas:

def .
GRN = local ts,svary, ..., SUarg, My, ..., M30, M, ..., My in

Continuity || Signal ||
Control Region || StructuralGenes ||
Induction || Repression ||

Hydrolysis

donde svari, ..., svar son todas las variables de senalizacién usadas en este modelo.
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Procesos de Mutacion

El proceso GRN puede extenderse para modelar mutaciones en la red de regulacién, por ejemplo
LacI~ (ver el capitulo 3 para mayores detalles sobre los procesos de mutacién). Esta mutacién
hace que el gen Lacl produzca un tetramero represor que no reconoce la regiéon operadora, y por
tanto siempre que exista la cantidad suficiente de moléculas activadoras se expresara el operon.
Este proceso de mutacién puede ocurrir en cualquier instante de tiempo haciendo que no se
puedan unir mas tetrameros represores al operador. Obviamente, también es posible que tal
mutacion nunca suceda. Lo anterior se modela de la siguiente forma:

Mut & skip
+
* (Itell(mut = 1) || 'nexttell(mz = m, — dt x 0.1m?))

donde el operador “+4” escoge de forma no determinista si ocurre o no la mutacién en el gen
Lacl. Mientras el proceso skip modela la posibilidad de que la mutacién nunca ocurra, la restric-
cion mut = 1 representa el hecho de que el gen esta codificando incorrectamente el tetramero
represor. Si la mutacién ocurre, en un tiempo indeterminado, el gen seguird funcionando de
forma incorrecta por siempre. Adicionalmente se formaliza el hecho de que a partir del momento
en que ocurre la mutacion, la variable m7 s6lo decrece por el proceso de degradacién natural.
Como este evento (i.e., la mutacién) afecta directamente la unién o enlace del complejo represor
a la regién operadora es necesario modificar el proceso Operator Binding de la siguiente forma:

Operator Binding def Regulatez(allolach,
unless mut =1 next tell(m; =m} —dt x 0.1m%),
unless mut =1 next tell(m7; =m/} + dt x (0.96m}s — 0.1m?%))

Integrando los nuevos procesos (i.e., Mut y Operator Binding) a GRN se obtiene el siguiente
sistema:

def .
GRN = local ts, svary, ..., SUaTk, M1, ..., M30, MY, ..., Mo, mut in

Continuity || Signal || Control Region || StructuralGenes ||
Induction || Repression™ || Hydrolysis || Mut

donde Repression™ incluye el proceso Operator Binding modificado. El comportamiento de este
nuevo sistema no puede ser determinado sélo conociendo su especificacién y condiciones iniciales,
ya que una vez dada la mutacion el operador “x” induce un no determinismo temporal o asin-
cronia en el sistema. Por otro lado, nunca es posible saber a priori si tal mutacién tendra lugar
dado que la escogencia con “+” es no determinista. Los resultados de la simulacién del proceso
GRN (con y sin mutacién) se presentan en la siguiente seccién.
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5.3. Implementacién en Mozart-Oz y simulacién en ntccSim

La implementaciéon en Mozart-Oz del modelo en ntcc presentado en este capitulo es simulada
usando ntccSim. El lector puede referirse al capitulo 2 para detalles sobre la forma de imple-
mentar procesos ntcc con la herramienta de simulacién.

Al igual que en el capitulo anterior, a partir de la simulacién del proceso GRN se obtienen un
conjunto de gréficas que sirven para observar el comportamiento de los elementos modelados.
Este comportamiento, a diferencia del capitulo anterior, es en ocasiones de tipo discreto por las
caracteristicas moleculares de estos sistemas mencionadas al inicio del capitulo. Ademés existe
comportamiento no determinista inducido por la mutacién en el sistema. Los valores iniciales
(distintos de cero) de las variables usadas en la simulacién del modelo se presentan en el cuadro
5.5 (estos valores fueron tomados de [MMO04]).

Nombre Variable | Valor inicial
Proteina activadora de catabolito (CAP) my 5.0
Adenosin monofosfato ciclico (cAMP) ms 100.0
Adenosin monofosfato (AMP) mi 200.0
Adenosin difosfato (ADP) mi2 200.0
(J-galactosidasa mao 5.0
Permeasa Moy 2.5
Tiogalactosido transacetilasa mog 1.0
Glucosa me 50.0
Lactosa externa Mag 50.0

Cuadro 5.5: Valores iniciales de las variables del modelo molecular del operén de la lactosa

En la figura 5.1, se presentan las graficas que muestran el comportamiento del gen LacZ, la
lactosa, la glucosa y la regién de control del operén (con y sin mutacién). La gréfica 5.1(a)
puede ser analizada a la luz del dogma central de la biologia molecular. En ella se nota como
la produccién de ARN mensajero (gracias al proceso de transcripcion) permite el incremento
de (-galactosidasa dentro de la célula (producto del proceso de traduccion). La gréfica 5.1(b)
muestra como la lactosa externa al atravesar la membrana celular incrementa la concentracién de
lactosa interna y a su vez como esta dltima se consume para producir glucosa. La gréfica 5.1(c)
permite observar como después de que se consume practicamente la totalidad de la glucosa, su
concentracién vuelve a incrementarse gracias al proceso de hidrdlisis de la lactosa. Finalmente,
en las graficas 5.1(d) y 5.1(e) se aprecian los procesos de regulacién positiva y negativa sobre la
region de control del operén en condiciones normales y mutadas respectivamente. Como se puede
apreciar, el comportamiento mostrado en estas graficas se ajusta a la descripciéon funcional del
sistema, asi como a lo descrito en la literatura (e.g., ver [MMO04]).

5.4. Verificacion de propiedades en ntcc

En esta seccién se presenta una forma de verificar propiedades bioldgicas usando el sistema de
inferencia asociado con ntcc. Este enfoque o acercamiento basado en la ldgica permite hacer
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consultas sobre el modelo para verificar condiciones sobre el comportamiento de los sistemas
modelados. La logica, tal como se indico en el capitulo 2, es una légica temporal lineal (LTL).

Como ejemplo del uso del sistema de inferencia para probar o verificar propiedades, se presenta
una prueba de estabilidad sobre la proteina activadora de catabolito (CAP). La consulta es
entonces, el valor de estabilidad de la concentracién de esta proteina.

Primero, por motivos de claridad, se reescribe la definicién en ntcc del proceso CAP:

CAP ' | next tell(my = m/) + dt x (1.0 — 0.1m})) = ! nexttell(my = m/) + Amy)

La férmula en la légica LTL para el proceso CAP es: CAP F 00 (' my = m) + Amy ) . De
la definicién de C AP se tiene que cuando CAP es estable, la sentencia Am4 = 0.0 tiene que
ser cierta. Asi, la condicién para la estabilidad en CAP puede ser expresada con la siguiente
definicién en ntcc:

Stable Property def *ptell(Amy = 0.0)

donde n es un tiempo lo suficientemente grande para que CAP alcance la estabilidad. Nétese
como aqui se hace uso del poder de expresividad de ntcc al permitir un modelo formal sobre
un evento que se sabe va a suceder en un futuro, pero se desconoce el momento ezxacto de su
ocurrencia. Esto es de alguna forma informacion parcial en el modelo, pero no sobre los valores
de las variables sino sobre el comportamiento temporal del sistema.

La férmula para el proceso StableProperty es la siguiente: Stable Property = $Amy = 0.0. Por
lo tanto, la siguiente asercién representa un estado de estabilidad para la proteina activadora de
catabolito:

CAP || StableProperty = $0my = Vs

donde Vs es el valor de estabilidad de CAP. Este valor es consultado de forma precisa mediante
el uso del sistema. de inferencia asociado con ntcc. La prueba es formalmente desarrollada como
se muestra a continuacién:

StableProperty = $Amy = 0.0

Stable Property =< ( Amyg = 0.0Adt x (1.0 —0.1m/) =0.0) LCONS
CAPFOO (my=mj+Amy) StableProperty = < ( Amy = 0.0 Amj =10.0) LCONS
CAP || StableProperty = (0O (mg=mj+Amyg) ) A (O (Amg=0.0Am) =10.0) ) LPAR
CAP || StableProperty = (0O (my=mj+Amy) ) A (Omy=10.0) ) LCONS LCONS

CAP || StableProperty =< (00 (mg=m) +Amyg ) A (myg=10.0) )
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Dado que el valor de my en el tiempo ¢ es igual al valor de m/, en la siguiente unidad de tiempo,
es posible hacer la siguiente deduccion:

CAP || StableProperty =< (0O (my=mj+Amy ) A (mg=10.0) )
CAP || StableProperty =< ( (0O (my=ml+Amyg ) ) A (mg=100) A (O (m)=10.0) ) )
CAP || StableProperty - $Omyg = 10.0

LCONS
LCONS

La anterior expresién logica prueba estabilidad en la proteina CAP cuando m4 = Vs = 10.0 en
un tiempo indeterminado en el futuro. Este valor, por pertenecer a un estado estable de CAP,
se mantiene siempre en el futuro. Finalmente, por el Lema 1.3 presentado en el capitulo 2, se
puede asegurar que la prueba es valida tomando en cuenta el resto del sistema.

Pese a que el resultado de la prueba formal usando la 1é6gica LTL corresponde al comportamiento
obtenido a partir del simulador (ver Figura 5.2), estos dos resultados presentan una diferencia
significativa: la prueba formal asegura que en algiin momento en el futuro se alcanza la esta-
bilidad de CAP, mientras que la simulacién sélo puede garantizar un comportamiento hasta el
tiempo mdximo de simulacién. Esto implica que es imposible garantizar una propiedad de este
tipo (i.e., estabilidad) s6lo con los resultados de una simulacién, dado que ésta deberia hacerse
por siempre.

5.5. Resumen

En este capitulo se presenté una forma genérica de modelar, simular y verificar propiedades
sobre redes de regulacion genética. Un modelo a nivel molecular del operén de la lactosa fue
usado como caso de estudio. En la parte de modelado se presentaron un conjunto de procesos
genéricos y paramétricos en ntcc que permiten describir el comportamiento discreto y continuo
presente en este tipo de sistemas. Una caracteristica de la especificacion en ntcc obtenida es
que puede ser extendida mediante el uso del operador de composicién paralela para adicionar
mas informacion sobre el comportamiento del sistema. De esta forma, es posible el modelado
de procesos degenerativos en el sistema (e.g., una mutacién). Tal modelo fue posteriormente
simulado.

Después se presenté una prueba de estabilidad usando el sistema de pruebas asociado con ntcc.
De esta forma, se utilizo un enfoque basado en una légica temporal lineal para la verificacién
de propiedades sobre el sistema. Los resultados de la prueba fueron comparados contra aquellos
obtenidos con la simulacion del sistema. Lo m&as importante de esta prueba es que con ella se
obtiene formalmente un resultado imposible de obtener por medios de simulacién: el asegura-
miento de una propiedad del sistema (i.e., estabilidad), ya que con la simulacién sélo se tiene
conocimiento de su comportamiento hasta el tiempo maximo de simulacion.
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6 Analisis Biolégico y Computacional

Este capitulo estd dedicado a resaltar los aspectos mas relevantes relacionados con el uso del
modelo CCP para el estudio de sistemas bioldgicos. Inicialmente se resumen algunas ideas que
reflejan las caracteristicas méds importantes del uso de calculos de procesos en biologia. Poste-
riormente se describen las conclusiones de este trabajo de grado, presentadas como ventajas y
desventajas identificadas en el uso de ntcc para el modelado, simulacién y verificacién de pro-
piedades en sistemas bioldgicos. Al final del capitulo se proponen unas actividades como trabajo
futuro. Tales actividades estan planteadas de tal forma que algunas de ellas intentan reforzar
las ventajas del uso de CCP, mientras que otras pretenden superar, tanto desde lo teérico como
desde lo préctico, las desventajas o limitaciones identificadas.

6.1. Modelado y verificacion de sistemas biolégicos usando calculos
de procesos

En el contexto biolégico los cdlculos de procesos se han perfilado como herramientas de especi-
ficacion formal que permiten establecer abstracciones entre los elementos reales de los sistemas
biolégicos y los operadores basicos de los calculos. Esto significa que el modelado de sistemas
biolégicos usando cédlculos de procesos, se concentra en ciertos aspectos esenciales que determinan
la estructura y comportamiento de los sistemas modelados, mientras que otras caracteristicas
menos importantes de acuerdo a algin criterio particular no son consideradas. De esta forma, la
omisién de elementos no determinantes en el comportamiento de un sistema permite proponer
especificaciones genéricas, vélidas en un conjunto amplio de escenarios biolégicos.

Sin embargo, pese a las potencialidades en el modelado de sistemas, lo mas importante de
los cédlculos de procesos es que, gracias a su fundamentacién matematica, es posible verificar
propiedades de los sistemas que ellos modelan. Por ejemplo, en el caso de ntcc tales propiedades
pueden ser probadas siguiendo un enfoque de verificacion basado en la [dgica, mediante el uso de
su sistema de inferencia asociado. Estos procesos de chequeo del modelo, ademas de servir para
probar la correctitud de las especificaciones, también permiten obtener resultados que pueden
ser muy complicados o incluso imposibles de conseguir por medios practicos.
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6.2. Tiempo en el modelado de sistemas dinamicos complejos

En algunos escenarios bioldgicos, asi como en muchos sistemas de control, lo mas importante
es conocer los estados inicial y final del sistema. Sin embargo, en otras situaciones se requiere
poder observar y controlar la evolucién del sistema a través del tiempo. Este es el caso cuando se
necesita modelar y simular sistemas biolégicos dindmicos como las redes de regulacién genética.
En ese sentido, tener un lenguaje de descripcién en el que exista una nocién explicita del tiempo
es fundamental para (i) conseguir el control de los procesos modelados y (ii) supervisar u observar
la evolucién del sistema paso a paso. El cdlculo de procesos ntcc posee operadores con los que
es posible manipular de forma explicita los cambios temporales de los sistemas modelados. Dado
que tales operadores estan definidos sobre tiempo discreto, es necesario el uso de encodings que
faciliten la representacion de cambios continuos.

6.3. Informacion parcial

La informacion parcial aparece de forma natural en el modelado de sistemas biolégicos, ya que la
estructura y comportamiento de muchos de ellos atin es materia de estudio. Es posible distinguir
dos clases principales de informacién parcial en estos sistemas: cuantitativa y comportamental.

Por un lado, la informacion parcial cuantitativa en un sistema biolégico usualmente refleja la
incertidumbre relacionada con el estado de las variables que lo representan. Este tipo de informa-
cién parcial ha sido la més cominmente usada en el contexto de los CSPs, donde las restricciones
son el elemento formal usado para limitar los posibles valores de las variables (e.g., la concen-
tracién de un proteina es menor que x). Por otro lado, la informacion parcial comportamental
esta relacionada con la incertidumbre asociada al comportamiento de las interacciones presentes
entre las entidades que componen un sistema biolégico. En ntcc este tipo de informacién parcial
puede ser descrita usando los operadores de asincronia y no determinismo. De esta forma, es
posible modelar eventos que se sabe que ocurrirdn en un tiempo futuro, pero se desconoce el
momento exacto en que van a suceder (e.g., eventualmente ocurrird una mutacién en un gen).

El uso apropiado de operadores de los cédlculos para la descripcién de estos dos tipos de infor-
macién parcial puede ayudar a la construccion de modelos en los que se representen, con cierto
nivel de abstraccién, patrones de comportamiento biolégico bastante complejos.

6.4. Consideraciones practicas

En esta secciéon se presentan dos ejemplos concretos en los que los resultados en la préactica
reflejan dos inconvenientes cuando se propone una especificacién en ntcc: por un lado, la impo-
sibilidad de representar en la maquina cualquier niimero real de forma exacta, haciendo que en
ciertas simulaciones los resultados esperados se alejen demasiado de los obtenidos. Por otro lado,
la posibilidad de generar un nimero muy grande de agentes computacionales (i.e., procesos) en
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una unidad de tiempo, produciendo que el sistema eventualmente colapse. En ambos casos, los
problemas se presentan al realizar simulaciones por mucho tiempo. A continuacién se detalla el
problema expuesto en cada uno de estos dos ejemplos.

Ejemplo 6.1 Resultados prdcticos muy alejados de la teoria.

Las wvariables en el modelo CCP estdin definidas con un intervalo de los posibles valores que
ellas pueden tomar (i.e., dominios representando informacion parcial cuantitativa). Cuando se
imponen restricciones sobre una variable, su dominio puede reducirse parcial (i.e., un dominio
con menos valores que el anterior) o totalmente (i.e., el dominio de la variable contiene un solo
valor). Si tal dominio no se reduce totalmente puede ser por una de dos razones: porque no es
posible determinar un solo valor para la variable segun el conjunto de restricciones que tiene
asociadas, o porque no se puede representar en la mdquina el unico valor en el dominio de la
variable (e.g., algunos nimeros reales).

Este dltimo problema, fruto de una limitante de la mdquina, es solucionado (parcialmente)
asociando a la variable el minimo dominio que contenga el (inico) valor que deberia tener.
Sin embargo, en algunas ocasiones, esta solucion no es completamente adecuada. Por ejemplo,
suponga la siguiente especificacion en ntcc:

Num(z) ef tell(r = (z x z) + z) || next Num/(r)

Sin importar el valor con que se llame Num(x) el valor de r siempre debe ser el valor del
pardmetro x. Sin embargo, los siguientes dos llamados producen resultados totalmente diferentes
con el paso del tiempo: Num(1.0) y Num(1.1). Mientras el primero hace que r sea siempre igual
a 1.0, el sequndo presenta resultados sumamente alejados de lo esperado teoricamente. Esto se
debe a que el nimero 1.1 no puede ser representado de forma exacta en la mdquina mientras
que el numero 1.0 si. Por tal motivo x realmente nunca vale 1.1 sino que esta variable tiene
asociado un dominio distinto de dom = [1.1,1.1] en el que se encuentra 1.1. La simulacién del
proceso Num(x) muestra que el valor der (i.e., dominio de r) después de 42 unidades de tiempo
es dom = [0.0,1000.0], donde dom es el dominio con que se inicia la variable r.

Ejemplo 6.2 Generacion infinita de procesos.

Algunas especificaciones validas en la teoria presentan graves problemas en la prdctica ya que
erigen demasiados recursos del sistema de computo. Esto hace que cuando se modela es necesa-
rio pensar en especificaciones “sequras” que eviten este tipo de problemas. El problema que se
presenta a continuacion es la posibilidad de generar, a medida que avanza el tiempo, una gran
cantidad de procesos que finalmente hacen que la mdquina colapse (e.g., consumo total de la
memoria o del procesador). Suponga las siguientes tres especificaciones en ntcc:
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Py tell(z = 1)

Las tres especificaciones hacen que al final de todo instante de tiempo se observe en el store
unicamente la restriccion x = 1. Sin embargo, el proceso Py sdlo genera un proceso por unidad
de tiempo, mientras que los procesos Po y P3 generan maltiples procesos imponiendo la misma
restriccion. Tal nimero de procesos aumenta con el paso del tiempo afectando el rendimiento de
la simulacion. Por ejemplo, los tiempos de simulacion de 500 unidades de tiempo de los procesos
Py, P, y Py son 60ms, 0.92s y 2min38s respectivamente. Estas pruebas fueron hechas en un
computador Intel Pentium 8 con 512Mb de RAM.

6.5. Conclusiones

Dado el estudio realizado sobre la aplicacién del modelo CCP en bioinformatica, y en particular
del uso del calculo de procesos ntcc para el modelado de redes de regulacién genética, tomando el
operoén de la lactosa como caso de estudio, se presentan las siguientes conclusiones en términos de
las ventajas y desventajas identificadas en el modelado, simulacién y verificacién de propiedades
en este tipo de sistemas usando ntcc.

Ventajas del uso de CCP en el modelado, simulacién y verificacién de propiedades
en sistemas biolégicos

Modelado

1. Los célculos de procesos basados en restricciones son adecuados para modelar, con distintos
niveles de detalle, abstracciones de los sistemas biolégicos que ellos describen. Esto se
debe a que el uso combinado de restricciones y operadores para razonar sobre informacién
parcial permite hacer descripciones en las que es necesario especificar sélo la informacion
conocida del sistema segun el nivel de detalle deseado. Un aspecto interesante en este punto
es la posibilidad de razonar incluso sobre la ausencia de informacion gracias a la adicién
de unidades de tiempo o fases de ejecucién. Es importante destacar que en el contexto
biolégico existen muchos sistemas cuya estructura y comportamiento aiin son materia de
estudio, y por lo tanto la informacién que se tiene de ellos es escasa y en algunos casos
nula.
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2. El uso de procesos en el modelado de sistemas biolégicos facilita la descripcién de sistemas
en los que se tienen identificados algunos de los subsistemas que los conforman. De esta
forma, es posible modelar cada subsistema de forma independiente para después relacio-
narlos, es decir, definir la manera en que ellos interactiian con los otros y con el medio.
Pese a que esta ventaja, relacionada con la concurrencia de los procesos, puede ser con-
seguida también en otros paradigmas de programacién (e.g., concurrencia de programas
imperativos en C), en CCP este concepto se tiene desde la misma concepcién del modelo
facilitando la labor de quien realiza la especificacién de los sistemas. El uso de este con-
cepto facilito la especificacién del operdn de la lactosa una vez se habian identificado sus
partes (e.g., regién de control, regién de genes estructurales) y tipos de comportamiento
(e.g., induccién, represién, hidrélisis, etc.).

3. El uso de diferentes sistemas de restricciones como pardmetros de los modelos hace que
no sea necesario preocuparse por el tipo de datos de las variables que representan los
sistemas. Asi, el modelado de las interacciones o relaciones entre las entidades que con-
forman un sistema biolégico puede ser hecho sin importar el tipo de variables utilizadas
para representar los sistemas. En otras palabras, la restriccién x > y es igualmente valida
independientemente del sistema de restricciones usado para definir las variables = y y.
Esta caracteristica permite ademaés, darle un trato mas preciso a las variables del sistema,
ya que es posible usar el sistema de restricciones mas adecuado segin sea el caso. En el
desarrollo del modelo a nivel molecular del operén de la lactosa, se aproveché esta ventaja
al imponer de forma combinada restricciones sobre enteros y sobre reales en la misma
especificacion.

4. La disponibilidad de operadores en ntcc para modelar comportamiento asincrono y no
determinista permite describir eventos bioldgicos que suceden de forma impredecible. Por
lo tanto, con el uso adecuado de estos operadores se puede formalizar el hecho de que
en los sistemas bioldgicos, al igual que en todo sistema presente en la naturaleza, existen
muchas situaciones en las que no es posible asegurar el momento en que ellas ocurren
(e.g., el momento en que alguien puede contraer una enfermedad) dadas unas condiciones
ambientales. En nuestro caso de estudio el uso de estos operadores sirvié enormemente para
modelar de una manera sencilla la posible mutacién de un gen de la red de regulacién.

5. El posible construir componentes reutilizables que representen el comportamiento de en-
tidades biolégicas presentes en una red de regulacion genética. Esto se evidencia en la
definicién del componente para modelar el funcionamiento de un gen. Tal especificacién
puede considerarse un modelo de alto nivel, en el que se introduce al disenador de la red
de regulacién en razonamientos mas biolégicos que computacionales.
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Implementacion o simulacién

1. Dado que en CCP sdlo interesan las restricciones que se imponen y no la forma o secuencia
en que esto se hace para calcular un resultado, los modelos derivados se implementan
usando el paradigma de programacidn declarativa, haciendo que no sea necesario definir
estructuras que controlen la ejecucion de los procesos. La sincronizacién de ellos se realiza
usando la informaciéon que puede ser inferida del almacén de restricciones en cada unidad
de tiempo. De esta forma, una arquitectura de cémputo paralela con un esquema de
memoria compartida podria mejorar el rendimiento de la ejecucién de un programa. Esto
estaria sujeto a la paralelizacion de las acciones a realizar en cada unidad de tiempo. Por
ejemplo, la red de regulacién del operdn de la lactosa descrita en el capitulo 4 es un sistema
susceptible de tal paralelizacion.

2. Los modelos propuestos en la teoria usando el modelo CCP pueden ser llevados a la
practica mediante el uso de librerias, lenguajes y simuladores, que permitan observar el
comportamiento de los sistemas modelados. Esto es definitivamente una ventaja cuando
se compara contra otros calculos de procesos en los que no existen herramientas para
simular los modelos hechos con el cdlculo (por ejemplo Brane segin el mejor saber de los
autores), y por tanto se vuelven lenguajes de especificacién formal poco usados. En el caso
del modelo CCP se cuenta por ejemplo, con librerias como GECODE [Sch06], lenguajes de
programacién como Mozart-Oz y herramientas de software como ntccSim o jec [SJGO03].
Es importante recordar que ya que en bioinformatica se usan técnicas de las ciencias de
la computacion para la solucién de problemas biolégicos, contar con herramientas de este
tipo es sumamente importante.

3. Dado que las implementaciones usando ntccSim son multiplataforma, los modelos hechos
en ntcc pueden ser simulados en varios sistemas operativos sin tener que modificar su
implementacién. Esta caracteristica de las implementaciones en ntccSim incrementa las
posibilidades de usar el cdlculo ntcc como lenguaje de descripcion de sistemas biolégicos
ya que no se introducen mayores limitaciones computacionales, que normalmente generan
divisiones en investigadores en las ciencias de la computacién dedicados a la bioinformaética.

4. El hecho de poder usar muiltiples sistemas de restricciones en ntccSim permite considerar
la posibilidad de implementar en Mozart-Oz sistemas de restricciones disenados para mo-
delar variables que representen caracteristicas propias de la biologia. De esta forma, por
ejemplo, pueden abstraerse las caracteristicas fundamentales de las redes de regulacion
genética como propiedades de grafos, y asi poder modelar de forma intuitiva (posiblemen-
te gréfica) procesos biolégicos tipicos en este tipo de sistemas.
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Verificaciéon de propiedades

1. Es posible probar propiedades de sistemas biolégicos usando técnicas de razonamiento o
inferencia basadas en la [dgica. Esto se debe a que los procesos en ntcc pueden ser vistos
como férmulas de primer orden en la légica LTL que tiene asociada. De esta forma fue
posible verificar, usando el sistema de pruebas de ntcc, una propiedad de estabilidad en
el operén de la lactosa imposible de asegurar por medios practicos con ntccSim, ya que
tal prueba implicaria una simulacién infinita.

2. Las propiedades biolégicas verificadas usando el sistema de pruebas de ntcc sobre uno o
mas agentes concurrentes de un modelo, son igualmente vélidas tomando en cuenta los
demads procesos especificados del sistema. Esto quiere decir que mientras no se modifique
la descripcion en ntcc del sistema bioldégico modelado, las pruebas que se realicen son
correctas en todo momento y bajo cualquier ambiente. Nuevamente se encuentran diferen-
cias contra lo que se puede obtener por medios de simulacién, ya que en ese caso los datos
resultantes pueden sugerir como generales casos particulares de comportamiento. Con las
pruebas formales tal incertidumbre no tiene lugar.

Desventajas del uso de CCP en el modelado, simulacién y verificaciéon de propiedades
en sistemas biolégicos

Modelado

1. Las caracteristicas temporales discretas de ntcc hacen necesario el uso de encodings para
la representacion sencilla de sistemas continuos. Esto claramente representa una desven-
taja de ntcc contra otros cdlculos de procesos basados en restricciones como hce, donde el
tiempo estd definido sobre tiempo continuo permitiendo el uso de sistemas de restricciones
sobre ecuaciones diferenciales, la forma més natural y usada de modelar sistemas conti-
nuos. En biologia, poder modelar este tipo de sistemas es definitivamente una necesidad,
ya que el comportamiento de muchos procesos a nivel celular estd descrito en términos de
ecuaciones diferenciales.

2. Es necesaria una contraparte formal grdfica que soporte los modelos en ntcc para que
puedan ser usados por expertos en biologia. En ese sentido, la falta de interfaces amigables
que le permitan a un usuario experto en biologia pero poco relacionado con la computacién,
hace que la idea de modelar usando sdlo las primitivas del calculo sea de dominio exclusivo
de personas del campo de las ciencias de la computacién. En particular, las redes de
regulacién genética normalmente presentan representaciones graficas (informales) en las
que se especifican las reacciones mediante las cuales se producen, degradan y transforman
los componentes biolégicos que desarrollan los procesos de control celular.
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3. No es posible sacar un provecho total de la capacidad que tiene ntcc de razonar sobre
la ausencia de informacion, ya que toda decision que se pueda tomar con base en esto
sélo puede hacerse efectiva al menos una unidad de tiempo después. Por tal motivo, no es
posible reaccionar de forma inmediata cuando se produce un evento molecular que cambia
el comportamiento de los sistemas modelados (e.g., cambio de una variable de senalizacién),
generando un retraso en los procesos de regulacion. Sin embargo, este problema es resuelto
parcialmente definiendo una resolucién temporal pequenia en el esquema propuesto para
el modelado de sistemas continuos con ntcc.

Implementacion o simulacién

1. La ejecucién concurrente de los procesos hace que sea muy complicado localizar errores
en el programa cuando se producen fallos en su simulacién. Esto hace que el tiempo que
se gana en el paso del modelo tedrico en ntcc a su implementacién en Mozart-Oz usando
ntccSim, en ocasiones se pierda cuando se estd ejecutando el programa. Nuevamente un
ambiente grafico en el que se modele y simule al mismo tiempo podria ayudar a usuarios
bidlogos, poco relacionados con la programacién, a usar este tipo de herramientas.

2. Es preciso encontrar una forma eficiente de solucionar el problema de la propagacién del
error, mostrado en el ejemplo 6.1, cuando se hacen simulaciones usando variables sobre rea-
les. Este problema puede resolverse inicialmente definiendo una precisién en los dominios
de las variables reales segtin algin criterio biolégico, por ejemplo, que concentraciones me-
nores a una precisién particular puedan considerarse despreciables, y de esta forma poder
escoger o buscar en poco tiempo cualquier valor de ese dominio como una solucién de la
variable en cuestién. La eficiencia en la ejecucion de estos modelos es un tema importante,
ya que normalmente los modelos biolégicos son bastante complejos.

3. La ventaja de poder usar varios sistemas de restricciones en los modelos en ntcc es limita-
da con el hecho de que puede ser muy complicada su implementacion eficiente. Por ejemplo,
si se contara con un sistema de restricciones sobre ecuaciones diferenciales en Mozart-Oz,
no hubiera sido necesario desarrollar encodings para representar este tipo de informacién.
Sin embargo, en algunas ocasiones, pese a contar con el sistema de restricciones deseado
aun persiste el problema relacionado con el rendimiento de las simulaciones.

Verificacion

1. Los buenos resultados obtenidos con el uso del sistema de inferencia de ntcc sugieren
la necesidad de desarrollar un probador de teoremas para automatizar el desarrollo de
pruebas formales. Esta herramienta para realizar verificacion de propiedades y chequeo
de correctitud de los modelos puede ayudar a que el trabajo se concentre en el disefio de
pruebas formales que sean validas en un conjunto amplio de situaciones.

7



6.6. Trabajo Futuro

Algunas de las actividades propuestas como trabajo futuro son para potenciar las ventajas
explicadas en la seccién 6.5, mientras que otras nacen con el dnimo de superar las desventajas
identificadas. Por tanto, estas sugerencias de trabajo futuro se construyen sobre bases muy
firmes, ya que tales ventajas y desventajas tratadas en la seccién anterior son realmente el fruto
de las conclusiones de este trabajo de grado.

1. Estudiar la posibilidad de desarrollar extensiones de ntcc que faciliten el modelado de
sistemas bioldgicos. Tales extensiones deben estar relacionadas con la capacidad de modelar
tiempo continuo, razonamiento inmediato sobre la ausencia de informacién y la inclusion
de elementos probabilisticos en los operadores de escogencia del calculo. Estas extensiones
deben incluir necesariamente la extensiéon del sistema de pruebas de ntcc. Algunos trabajos
ya han sido iniciados, por ejemplo, en [OR05] se propone una extensién estocastica para
ntcc.

2. Con el dnimo de mejorar la forma de representar informacién parcial cuantitativa, es
recomendable el desarrollo de un sistema de restricciones sobre ecuaciones diferenciales
para poder simular modelos en ntcc en los que no sea necesario el uso de encodings para
la representacién de este tipo de informacién. Actualmente existen trabajos adelantados,
tales como los expuestos en [Cru03], donde se sientan las bases para la implementacién de
algoritmos de propagacién sobre ecuaciones diferenciales.

3. Mejorar o modificar la implementacién actual de ntccSim de la siguiente forma: (i) definir
una sintaxis que sea ain mds similar a la de ntcc, (i) diseniar un depurador para los
programas, (iii) desarrollar un médulo bio-ntccSim que permita modelar y simular de
forma grafica componentes bdsicos de las redes de regulaciéon genética, y (iv) estudiar
la posibilidad de usar GECODE como motor de restricciones en lugar del lenguaje de
programacion Mozart-Oz.

4. Desarrollar un probador de teoremas para el sistema de inferencia de ntcc, con el objetivo
de poder verificar de forma automatica propiedades de los modelos hechos con el calculo.
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