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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo la creaciéon de algoritmos computacionales para la
busqueda de una cadena de texto, que representa un oligonucledtido de interferencia, el cual sera
util para la creacion de una computadora molecular capaz de diagnosticar e interferir la fibrosis
hepética. Para esto, el problema se dividio en tres partes: busqueda del mejor oligonucleétido
de interferencia, bisqueda en el genoma del oligonucledtido de interferencia y minimizacion del
riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo.

Para cada parte del problema inicialmente se expuso un algoritmo de fuerza bruta con su
respectiva complejidad y tiempo de ejecucion, pero con el fin de mejorar estos parametros se
propusieron nuevos algoritmos:

s El algoritmo desarrollado para la busqueda en el genoma del oligonucledtido de inter-
ferencia mejora el tiempo de ejecucién de los algoritmos de Boyer-Moore y de Knuth-
Morris-Pratt. En el caso de la cota de complejidad, si n es la longitud del texto donde se
buscara la cadena y m es la longitud de la cadena a ser buscada, la cota del algoritmo
desarrollado O(n), mejora la cota del algoritmo de Boyer-Moore, ya que este en el peor de
los casos tiene una cota de complejidad de O(nm). A pesar de que la cota de complejidad
del algoritmo de Knuth-Morris-Pratt es igual que la cota del algoritmo desarrollado, este
ultimo es mas sencillo de entender y de implementar.

Realizando algunas modificaciones en el algoritmo desarrollado, este puede ser usado para
resolver problemas de buisqueda de subcadenas con diferentes fines no necesariamente
bioinformaticos.

= El algoritmo desarrollado para la busqueda del mejor oligonucledtido de interferencia
mejora la cota de complejidad del algoritmo de fuerza bruta, esto se logra haciendo uso
de programacién dinamica.

También se expone un enfoque geométrico como opcion para resolver el problema de
busqueda de un oligonucleétido de interferencia, que quiza pueda ser usado en un futuro.

= El algoritmo desarrollado para minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del
objetivo en el genoma humano tiene un menor tiempo de ejecucion que el algoritmo
de fuerza bruta. Esto gracias a un andlisis con la férmula de la Tm (temperatura de
disociacién), que reduce el problema al problema de la bisqueda de una cadena que con
cierto nimero de letras distintas podria ser subcadena de una segunda cadena.

Estos algoritmos se implementaron y agruparon en una aplicacion, con el fin de que se utilice
para la busqueda de oligonucledtidos de interferencia, donde el pardmetro de temperatura de
disociacién (Tm) puede ser elegido por el usuario. Asi también se pueden realizar busquedas
de olignucleétidos en la base de datos que prefiera el usuario, ya que la aplicacién tiene la
capacidad de descargar y usar la base de datos que le sea mas 1til en ese momento.



4 RESUMEN

Se probo la aplicaciéon usando como entrada los genes PPARY1 y Hspd7, para la busqueda
de oligonucledtidos de interferencia que pudieran ayudar a inhibir la fibrosis hepatica. Se exa-
minaron los resultados obtenidos y se escogieron dos oligonucledtidos de interferencia para ser
probados en el laboratorio y comprobar si ayudan a inhibir la fibrosis hepatica, asi también se
propuso un factor caracteristico que podria ser el causante de que alguno de los oligonucleétidos
no ayuden a la interferencia.



Introduccion

El computo basado en ADN (DNA computing) es una manera de hacer computo que usa
como recursos el ADN, la biologia molecular y la bioquimica en vez de circuitos de silicon; las
computadoras de ADN resultan ser mas rapidas y pequenas que cualquier otra computadora
construida hasta ahora.

A finales del siglo pasado un grupo lidereado por Ehud Shapiro, propuso usar el computo basado
en ADN para resolver problemas biolégicos relacionados con la medicina [Benenson et al., 2004],
en lugar de problemas matematicos [Adleman, 1994]; en particular, construyeron un par de
“computadoras moleculares”, que en teoria podian diagnosticar e interferir el cancer de préstata
y de pequenas células de pulmon, haciendo uso del siguiente paradigma “simplificado”:

Administrar TCTCCCAGCGTGCGCCAT si y sélo si
1+ ASCL1 y T GRIA2 y 1 INSM1 y + PTTG ]

Esta nueva tecnologia puede ser usada para diagnosticar e interferir la fibrosis hepatica, ysando
como células objetivo las células estelares hepaticas (HSC por sus siglas en inglés). La fibrosis
hepética es causada principalmente por virus de hepatitis y el abuso de alcohol. Esta enfermedad
es uno de los estados del dano crénico que sufre el higado, resultado de la acumulacion progresiva
y falta de reestructuracién de la coldgena en la matriz extracelular (ECM por sus siglas en
inglés).

Las lesiones hepaticas provocan que los hepatocitos mueran ocasionando la secrecién de citoci-
nas proinflamatorias y fibrogénicas en las células de Kupffer, y promoviendo la activacion de las
HSC, convirtiendose estas en las principales productoras de coldgeno fibrético [Friedman, 2004].

Se han realizado enormes esfuerzos para crear estrategias terapéuticas innovadoras contra el
avance de la fibrosis; la direccion de estos intentos ha cambiado de inhibir la activacion de las
HSC [Albanis et al., 2003| a la estrategia de revertir el proceso fibrético por diferentes métodos
[Elsharkawy et al., 2005| [Suarez Cuenca et al., 200§].

De todos estos estudios, el trabajo [Sato et al., 2008] muestra que la inhibicién de gp46, una
proteina chaperona homologa de la Hsp47 humana en ratas, detiene el proceso fibrético. Sin
embargo, esta estrategia se centra sélo en el control de los danos en los tejidos, pero ain
mantiene activadas las HSC presentes en el higado.

Hay al menos dos maneras de evitar esta limitaciéon: una es la induccién de la apoptosis;
y la otra es la reversion del fenotipo activado al estado quiescente original. En el articulo
[She et al., 2005] se ha hecho un gran avance, demostrando que la sobreexpresién del receptor

14 ASCL1 se indica para la sobreexpresién del gen achaete-scute complex homolog 1; andlogamente, GRIA2 se
indica para glutamate receptor inotropic AMPA 2, INSM1 para insulinoma associated 1 y PTTG1 para pituitary
tumor transforming 1. TCTCCCAGCGTGCGCCAT es también conocido como oblimersen y es propuesto para
ser un medicamento en la terapia antigénica para pequenas células cancerigenas de pulmén



6 INTRODUCCION

activado por proliferador de peroxisoma (PPAR~1) a través de un vector adenoviral en un
cultivo de HSC activadas, invierte el proceso y restaura la capacidad de estas células para
acumular ésteres de retinol.

Toda esta informaciéon proporciona una oportunidad tinica para crear una computadora de
ADN que puede usarse para determinar el fenotipo del estado de las HSC, y en caso de que el
diagndéstico sea positivo, inducir la expresion de PPAR~y1 [Farfan et al., 2010].

En concreto, se propone como “paradigma simplificado” para diagnosticar e interferir la fibrosis
hepética el siguiente algoritmo:

Si THsp47 entonces TPPAR~1 y |Hsp4T.

Una parte fundamental para llevar a cabo el disefio de dicha computadora molecular es encontrar
un oligonucledtido de interferencia, mismo que se describira en detalle a lo largo de esta tesis.
Un oligonucleétido de interferencia es una hebra corta de ADN que se une a un ARNm para
formar una doble hebra, que el ribosoma sera incapaz de leer, evitando asi la creaciéon de una
proteina.

En el capitulo uno de este trabajo, se presenta una introduccién biolégica y biomédica con el fin
de entender algunos procesos y términos que ayuden a entender un poco el problema y posibles
soluciones biomédicas.

En el capitulo dos se describe un método para tratar de solucionar el problema planteado de
encontrar un oligonucledtido de interferencia que ayude a la inhibicién de la fibrosis hepatica y
se detalla la abstraccion computacional de este método con el fin de hacer uso de la ciencia de
la computacion para desarrollar nuevos algoritmos. Asi también se explican los algoritmos de
fuerza bruta que pueden solucionar el problema y se hace un analisis de los mismos.

En el capitulo tres se exponen algunos algoritmos que se encuentran en la literatura que pueden
ayudar a solucionar parcialmente el problema descrito.

En el capitulo cuatro se describen las aportaciones de este trabajo, entre las cuales se encuen-
tran tres algoritmos propuestos que son soluciones parciales del problema: bisqueda del mejor
oligonucledtido de interferencia, bisqueda en el genoma del oligonucledtido de interferencia y
minimizacion del riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo. Se expone un anélisis de la
cota de complejidad de estos algoritmos y se realiza una comparacién con los ya descritos en la
literatura y/o con los algoritmos de fuerza bruta.

En este mismo capitulo se detalla la aplicacién desarrollada, sus caracteristicas y forma de
usarla. Se exponen las pruebas realizadas con la aplicacion haciendo uso de ciertas cadenas de
genes para la busqueda de un oligonucleétido de interferencia que pueda ayudar a inhibir la
fibrosis hepdtica. Se examinan varios resultados obtenidos y se proponen dos oligonucleétidos
de interferencia para ser probados en el laboratorio y comprobar si ayudan a inhibir la fibrosis
hepatica, asi también se propone un factor caracteristico que podria ser el causante de que
alguno de los oligonucledtidos no ayuden a la interferencia.

Por ultimo se describe un enfoque geométrico como opcion para resolver el problema de busque-
da de un oligonucledtido de interferencia, el diseno y analisis de algunos algoritmos para su
respectiva implementacién y los resultados de los mismos.



Capitulo 1

Elementos de biomedicina

1.1. Fibrosis hepatica

El higado esta compuesto principalmente de hepatocitos, que suelen aparecer organizados en for-
ma de cordones de una o dos células de grosor, separados por sinusoides. El sinusoide es la unidad
microvascular hepatica que tiene una capa de células endoteliales, la cual se distingue por ser po-
rosa y esta separada de los hepatocitos por el espacio de Disse que contiene matriz extracelular
basal de baja densidad, la cual es suficientemente porosa para permitir el intercambio metabdli-
co entre los hepatocitos y el flujo sanguineo [Friedman, 2000, [Herndndez and Friedman, 2011].
En este espacio residen las HSC, las cuales en estado quiescente funcionan como almacén de
acido retinoico (vitamina A).

Sin embargo en respuesta a un virus, alcohol u otro agente dafnino, las HSC sufren un proceso
denominado “activacion”, en el cual se produce una acumulacién de proteinas de tipo fibrilar
en la matriz extracelular y se empieza a presentar el problema de la fibrosis hepatica.

La activacion de las células estelares hepaticas puede ser el resultado de la interaccién de
diferentes tipos celulares hepaticos:

= Los macréfagos activados o células de Kupffer, responden a un estimulo lesivo
transformando las células estelares hepaticas a miofibroblasto, incrementando la sintesis
de proteinas, de elastina y de colageno. También incrementa la respuesta al factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (FCDP). Estas tiltimas son una fuente importante de
citocinas proinflamatorias y profibrogénicas que promueven el crecimiento, transformacién
y sintesis de la matriz extracelular [Paramo Herndndez et al., 2010].

= La exposicion de los hepatocitos a agentes citotoxicos hacen que liberen sustancias
con actividad mitogénica similar al FCDP y también puede favorecer la induccién de
coldgeno tipo I, incluso la destruccién de los hepatocitos es un mecanismo que ayuda a la
activacion de las células estelares hepaticas [Paramo Hernandez et al., 2010].

Se han realizado diferente esfuerzos para crear estrategias terapéuticas innovadoras contra el
avance de la fibrosis, como inhibir la activacién de las HSC [Albanis et al., 2003] y revertir el
proceso fibrético por diferentes métodos [Elsharkawy et al., 2005 [Sudrez Cuenca et al., 2008].
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8 CAPITULO 1. ELEMENTOS DE BIOMEDICINA
1.1.1. Estrategias contra su avance

El trabajo [Sato et al., 2008] muestra que la inhibicién de gp46, una proteina chaperona homdlo-
ga a la Hsp47 humana en ratas detiene el proceso fibrotico.

Hsp47 es una proteina inhibidora de serin proteasas, que actiia en la célula como chaperona para
la coldgena [Dafforn et al., 2001]. Se encuentra localizada en el cromosoma humano 11q13.5,
un conocido “punto caliente” en una serie de canceres humanos. Se ha mostrado que Hsp47
en células en higados sometidos a fibrosis o cirrosis se encuentra asociado con el aumento de
coldgena de tipo I y tipo III [Masuda et al., 1994], debido a que ayuda a permitir la formacién
de fibras y por lo mismo esté sobreexpresada en muchas enfermedades fibroticas y manifiesta
las propiedades de un autoantigeno.

Baséndose en algunos estudios se ha demostrado que el tratamiento con oligonucledtidos anti-
sentido de Hsp47 es 1til para controlar la formacién de cicatrices [Wang et al., 2003], la glome-
rulosclerosis [Sunamoto et al., 1998|, la fibrosis pulmonar y la cirrosis [Nagata, 2003].

1.1.2. Estrategias para revertirla

Estudios experimentales y clinicos han aportado evidencia considerable que sugiere que la fi-
brosis, e inclusive la cirrosis deben ser considerados como procesos potencialmente reversibles.
Una condicién necesaria es la eliminacién o el tratamiento eficiente del agente que causa el
padecimiento hepatico.

Con la reversion de la fibrosis, la poblacion de células estelares hepéticas en el higado sufre apop-
tosis (muerte celular), o bien puede revertir su estado hacia un fenotipo quiescente. Por lo que el
ambiente en el tejido hepatico cambia y las células dejan de secretar senales pro-fibrogénicas y
de supervivencia, lo que favorece también la reversion de las HSC [Kisseleva and Brenner, 2013,
Trautwein et al., 2015]. La induccién de las células estelares hepéticas hacia un estado quiescen-
te puede promoverse mediante la activacion de mecanismos que modifiquen el perfil de expresion
genética de las células. Un mecanismo esencial es promover la produccién de PPAR~y1 (Pe-
rozisome proliferator activated receptor gamma). PPAR~1 es un receptor nuclear dependiente
de ligando (un ligando es una molécula que se une al centro activo de una proteina para que
ésta pueda realizar su funcién), se encuentra en el cromosoma 3p25 y actud como un factor de
transcripcién expresandose predominantemente en tejido adiposo [King, 2015].

PPAR~1 es un factor de transcripciéon importante en la fibrosis hepéatica, ya que ademés de estar
involucadro en la fase de agotamiento de los retinoides de la fibrosis hepatica, tiene un efecto
anti-inflamatorio debido al ligando dependiente de la represion de factores proinflamatorios,
por lo que logra un efecto inhibidor en el nivel de macréfagos. Existen diferentes pruebas de
laboratorio que demuestran que la expresién de PPAR~1 o la adicion de sus ligandos revierte los
cambios bioquimicos y morfoldgicos caracteristicos de la activacion de la célula estelar hepatica
[Hazra et al., 2004].

Para diagnosticar e interferir la fibrosis hepética se puede hacer uso de los dos elementos men-
cionados anteriormente que intervienen en la fibrosis hepatica, Hsp47 cuya inhibiciéon reduce
la produccién de coldgeno y PPAR~1 cuya expresion favorece la reversién de las HSC, ha-
ciendo uso del “paradigma simplificado” ya mencionado en la introduccion, que hace uso de
olignucledtidos de interferencia :

Si THsp47entonces TPPAR~1 y [Hsp47.



1.2. DESNATURALIZACION Y TEMPERATURA DE DISOCIACION DEL ADN 9

Hay un concepto parecido a oligonucleétidos de interferencia que son los ARN interferentes,
en especifico a los siARN (small interfering RNA), que son hebras simples con una longitud
de 20 a 25 nucledtidos altamente especificas disenadas para que se acoplen a la secuencia de
nucledtidos de un ARNm objetivo, interfiriendo con ello la expresién del gen respectivo.

Para poder disenar un siARN se debe de conocer la secuencia de nucleétidos del ARNm del
gen que nos interesa silenciar. Asi mismo se debe proponer una cadena de nucledtidos y su
cadena complementaria (antisentido), las cuales se pueden obtener a partir de programas ya
disponibles, los cuales constan de algoritmos basados en las caracteristicas comunes de los
siARN funcionales estudiados.

Basados en algunas investigaciones donde se analizan diversos siARNs efectivos, se pueden
destacar algunas caracteristicas importantes para el diseno del oligonucleétido de ARNi, como
las siguientes: es importante verificar la efectividad (potencia) estabilidad y especificidad del
siARN. Lo anterior incluye evitar los motivos conocidos que puedan activar la respuesta inmune
innata. Un motivo es una secuencia breve de nucledtidos que suele servir para una determinada
funcién. En este caso se han identificado motivos ricos en GU de siARNs que en cuya presencia
podrian activar la respuesta inmune innata; por ejemplo, se disenaron nuevos siARNs dirigidos
a 8 — gal, seleccionando secuencias que evitaban los motivos GUGU o poli (U) en cualquiera
de las dos hebras, y el resultado para [ — gal 924 y 2891 fue que se induce poco o ningin
IFN-« (interferén el cual activa las defensas protectoras del sistema inmune que participan en
la erradicacién de patogenos) en cultivos PBMC (células mononucleares de sangre periférica),
mientras que la respuesta a [ — gal 478 se redujo en mas de un 90 % en comparacién con
la respuesta a la original 8 — gal728 de doble hélice. Para 3 — ¢gal728 se ha identificado que
5'-UGUGU-3" es un motivo inmunoestimulante [Judge et al., 2005].

1.2. Desnaturalizacién y temperatura de disociacién del
ADN

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) esta constituido por una doble hélice formada de nucleéti-
dos, cada nucleétido esta formado por dos partes: un azicar (desoxirribosa) con un grupo
fosfato unido a él, y una de las cuatro bases nitrogenadas siguientes: adenina (A), guanina (G),
citosina (C) o timina (T).

La desnaturalizacién consiste en la separacién de las dos hebras del ADN y esta puede lograrse
mediante el calor. De acuerdo con la estructura de la doble hélice, la alteracién de un sec-
tor de la molécula potencializa la desestabilizacion de un sector mayor, o sea, el proceso de
desnaturalizacién tiene un caracter cooperativo. Las graficas obtenidas del proceso se conocen
como curvas de disociacién y la temperatura de su punto medio se conoce como temperatura
de disociacion, que se simboliza por Tm. La estabilidad del ADN y, por tanto, su Tm dependen
de varios factores como la naturaleza del solvente, el tipo y concentracion de los iones, asi como
el valor del pH. Si estos factores se mantienen constantes y solo se varia el ADN, entonces Tm
es una funcion lineal creciente del contenido de pares GC, lo que indica la mayor estabilidad
de estos, unidos por tres puentes de hidrogeno, que de los pares AT unidos solo por dos.

Se han propuesto muchas férmulas 1tiles para calcular la Tm para experimentos de PCR. Los
principales factores que afectan este valor son: concentracion de sales, concentracion de ADN,
presencia de agentes desnaturalizantes (DMSO o formamida), secuencia, longitud y condiciones
de hibridizacion.
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La ecuacion mas simple para calcular la Tm de secuencias con 14 nucleétidos o menos, esta
dada por la Regla de Wallace [Wallace et al., 1979]

Tm=(A+T)-24+(G+C)-4 (1.1)

en donde A, G, C, y T corresponden niimero de las bases A, T, G, C presentes en la secuencia
Esta ecuacion se desarrollé para oligonucleétidos que hibridizarian con sus correspondientes
complementarios unidos a una membrana con una concentracién de NaCl 0.9M

Para secuencias de mas de 13 nucledtidos, la ecuacion usada es la formila de Marmur

[Marmur and Doty, 1962] :

Tm=649+41-(G+C—-164)/(A+T+G+C) (1.2)



Capitulo 2

Planteamiento del problema

2.1. Objetivo

Desarrollar algoritmos computacionales para la bisqueda de una cadena de texto, que repre-
senta un oligonucledtido de interferencia, 1til para la creacién de una computadora molecular
capaz de diagnosticar e interferir la fibrosis hepéatica.

2.2. Descripcién biolégica del problema

Hacer uso de oligonucledtidos de interferencia puede ser una estrategia para bloquear el progreso
de la fibrésis hepatica. Por lo que se plantea buscar un oligonucledtido de interferencia de doble
hebra éptimo, donde una hebra servira como inhibidor especifico del gen Hsp47 y la otra hebra
expresara PPAR~1, esto porque la inhibicion de Hsp47 reduce la produccion de colageno y
la expresion de PPAR~1 favorece la reversién de las HSC, ayudando asi a revertir la fibrosis
hepatica.

Por lo tanto una hebra, a la que llamaremos «, del oligonucleétido de interferencia debe ser
totalmente complementaria a un trozo del ARNm de Hsp47 y a su vez ser parcialmente com-
plementaria a un trozo de PPAR~1, para que una vez que el oligonucleétido de doble hebra
entre al cuerpo humano las dos hebras puedan separarse, con el fin de que cada hebra realice la
funcién para la que fue disenada. La temperatura del cuerpo humano es de aproximadamente
37°, por lo que se propone que las dos hebras del oligonucleétido tengan una Tm menor o igual
a 37° para asegurar su desnaturalizaciéon dentro del cuerpo humano.

Debido a que es posible que el oligonucleétido propuesto interfiera con otros genes, no solo con
Hsp47, primero se debe verificar si es totalmente complementario en alguna parte de los ARNm
maduros del genoma humano. En caso de que no sea totalmente complementario es necesario
tener una tolerancia de empalme entre el oligonucleétido propuesto y los ARNm maduros del
genoma humano, la cual indicara que el oligonucleétido muy probablemente silencia otro gen.
La tolerancia estara relacionada con la Tm del oligonucleétido propuesto y los ARNm maduros
del genoma humano. Si la Tm de la hebra a con el ARNm fuera 20°C mayor que la Tm de
la doble hebra del oligonucledtido de interferencia, entonces es posible y muy probable que el
oligonucledtido silencie otro gen que no es el gen objetivo. Esto es debido a que las dos hebras
de oligonucledtidos no permanecen todo el tiempo unidas, se separan y vuelven a encontrarse,

11
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pero al estar separadas, una de las hebras puede ser afin con otra hebra y entonces unirse a
ella, a este fenémeno se le conoce como competencia.

2.3. Propuesta de solucién del problema

Se representara al oligonucledtido de interferencia como una cadena «, cuyo alfabeto esta en
Y={A,C,G,T}. La cadena se encuentra formada de la siguiente manera ajas...a;, donde ¢ es
la longitud de la cadena y a; son letras que pertenecen a Y. Dada la descripcién bioldgica del
problema se propone que esta cadena debe de tener las siguientes caracteristicas:

= Sea O una cadena que representa el gen objetivo, es decir, el gen que se desea inhibir,
en este caso Hsp47, la cadena a debe ser subcadena totalmente complementaria de una
parte de la cadena O. Una cadena totalmente complementaria de acuerdo con la regla de
complemento de Watson y Crick, se refiere a que cada letra de la cadena « sera igual a
su letra complemento en la subcadena de O, es decir, para la letra A su complemento es
la letra T y viceversa, y para la letra G su complemento es la letra C y viceversa, por
ejemplo, 3'-AGTTC-5' es totalmente complementaria a 5'-TCAAG-3', mientras que 3'-
AGTTC-5', es parcialmente complementaria a 5'-TTCAG-3', porque la segunda y tercera
letra no son complementarias entre las dos cadenas. Por lo tanto todas las subcadenas
complementarias que pueden ser formadas de la cadena O pueden ser candidatas a ser a.

= Sea A una cadena que representa el gen actuador, en este caso PPAR~1, la cadena o debe
ser subcadena parcialmente complementaria de la cadena A. Con cadena parcialmente
complementaria nos referimos a que no todas las letras deben ser complementarias entre
la cadena « y la subcadena de A, sino que el nimero de letras complementarias debe ser
tal, que al evaluar la férmula de la T'm ya sea la de Wallace o Marmur, se debe de cumplir
que la Tm debe ser menor o igual a 37 °C (temperatura promedio del cuerpo humano).

Cabe aclarar en este punto que los oligonucleétidos parcialmente complementarios se unen con
la hebra con la cual sus enlaces son més fuertes, hablando de Tm, esto se refiere al valor de
Tm mas alto. Por ejemplo, si se tiene una hebra de oligonucleétido representaod por la cadena
A=3'-GTCTTG-5"' unida a otra hebra de oligonucleétido representada por la cadena a=>5"-
AAG-3' y se desea saber en que parte estan unidos los dos oligonucleétidos y si con una Tm
menor o igual a 4°C se puede desnaturalizar; primero se obtiene el complemento de «, el cual
es a=5"-TTC-3'. Después se requiere tomar el nimero de letras iguales entre A y «a, pero la
cadena A es més larga que «, por lo que A=GTCTTG se puede ver como un conjunto de
subcadenas de tamano 3 (ya que « tiene 3 letras), como el siguiente {GTC,TCT,CTT,TTG},
ahora si se calcula el nimero de letras A y T iguales (Car) y el numero de las letras G y C
iguales (Cge) entre las subcadenas de A y @ como se muestra en la figura 2.1

El siguiente paso es calcular la Tm, en este ejemplo se hard uso de la féormula de Wallace (ec.
1.2). En la siguiente figura se muestra el calculo de la Tm para cada subcadena de A con la
cadena a.

La figura anterior muestra que la subcadena GTC con TTC tiene la maxima Tm, que es de
6°C. Esto quiere decir que los oligonucledtidos A y a=AAG se desnaturalizan a temperaturas
de 6°C o mayores.

Para el caso del problema tratado en este trabajo se deben calcular todas las coincidencias C'sr
y Cge entre todas las subcadenas de O (Hsp47) (candidatas a ser @) y las subcadenas de A
(PPAR~1). Se obtienen los valores de la Tm al evaluar las coincidencias una subcadena de O
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GTCTTG-TTC C,=1 C,=1
GTCTTG-TTC C,=0 C,=1
GTCTTG-TTC C,=0 C,=1

GTCTTG-TTC C_=0 C_=2

Figura 2.1: Coincidencias de letras entre las subcadenas de GTCTTG ({GTC, TCT, CTT,
TTG}) y TTC. La parte de color rojo muestra una subcadena de la cadena GTCTTG que se
esta comparando con la cadena TTC. Del lado derecho Csr es el nimero de las letras iguales
A y T entre una subcadena de A y la cadena «, y Cge es el numero de letras C y G iguales
entre una subcadena de A y la cadena &

GTCTTG-TTC C_=1 C,_=1 T=2+4=6
GTCTTG-TTC C_=0 C,=1 T=2
GTCTTG-TTC C_=0 C,=1 T=2
GTCTTG-TTC Cc_=0 C _=2 T=2%2=4

Figura 2.2: Evaluacién de T'm entre las subcadenas de GTCTTG ({GTC,TCT,CTT,TTG}) y
TTC. En la parte derecha se muestra el calculo de la Tm con la férmula de Wallace de las
subcadenas A y «

con todas las subcadenas de A y se selecciona la Tm maxima. De esta manera se tendra un
valor de Tm maxima por cada subcadena de O, pero es necesario que la temperatura cumpla
la restriccion de que la Tm no debe de sobrepasar los 37°C, por lo que se seleccionaran las
subcadenas de O que tengan el valor mas pequeno de Tm maximo y que no sobrepase los 37°C.

Para seleccionar la mejor cadena se proponen el siiguiente conjunto de caractersticas:

1. Del conjunto de subcadenas que se tienen hasta el momento tendra mas prioridad la
subcadena O que cuente con mayor nimero de coincidencias Cyr y Cge con la cadena
A, ya que serd una estructura de doble hebra mas estable.

2. Tendra prioridad una subcadena cuyo valor de Tm maxima se repite menos veces en la
cadena A, por ejemplo, si se tiene la cadena A=ATGTTATCAT y la subcadena a;=AT
existen tres subcadenas de A con valores de T'm maéaxima, mientras que con la cadena
a,=TT tiene la Tm maxima en un sélo lugar como se muestra en la figura 2.3, por lo
tanto la mejor subcadena candidata es ay. Esta restriccion tiene el fin de tener un mayor
control sobre la unién que formara la cadena « con la cadena PPAR~y1

3. El mejor candidato «, no debe aparecer como subcadena complementaria en otro ARNm
maduro del genoma humano que no sea el gen objetivo, con el fin de que ésta no inhiba
una expresion génica indispensable para el buen funcionamiento del cuerpo humano.

4. El mejor candidato «, debe de cumplir con la tolerancia de incompatibilidad; es decir,
si la Tm entre la cadena « con alguna subcadena de los ARNm maduros del genoma
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humano es 20°C mayor que la Tm entre a y A, entonces es posible y muy probable que
el oligonucledtido silencie ese gen ademas del gen objetivo, por lo que se concluiria que
no es un buen candidato.

ATGTTATCAT

ATGTTATCAT

Figura 2.3: Repeticiones de AT y TT en la cadena A

2.4. Definicion computacional del problema

Se tiene una cadena A de longitud ¢4 que representa el gen actuador y una cadena O de longitud
lo que representa el gen objetivo, cuyo alfabeto es X' = {A,G,C, T}

Sea Cge : X x 2 x N — N una funcién que cuenta el nimero de letras G o C' que son iguales
entre dos cadenas de la misma longitud, es decir.

0 /=1
Caclai..ag,b; ... by, l) = ¢ 1+ Cac(ags)...ae birry .. b, 0 —1) £>0,0; =bj,a;, =G 6a;=C
0+ CGC(G(HU,..G@, b(i—H) cobp l— 1) > 0,a; # bj,a; #G y a; #C

donde las a; representan cada una de las letras de una cadena y las b; representan las letras de

otra cadena, tal que 1 <i <.

Sea Cyr @ X x X x N — N una funcién que cuenta el nimero de letras A 6 T' que son iguales
entre dos cadenas de la misma longitud, es decir.

0 (=1
CAT(G,Z‘_“CL@, bl Ce bg, E) = 1 + CAT(CL(i_;,_l)mag, b(z‘+1) Ce bg, 0 — 1) / > O, a; = bl', a; = Ao a; = T
0+ Car(agy1y..ae basry - b, 0 —=1) €>0,a; # bj,a; # Gy a; #C

Sea Sy el conjunto de subcadenas de longitud ¢ de la cadena A, es decir,
Sy = {Al,Ag, LA ,A(gA,g)}

donde A; es la subcadena que comienza en la posicion ¢ de la cadena A.

Sea Sp el conjunto de subcadenas de longitud ¢ de la cadena O, es decir,
SO - {Ol, 02, ey Oj, ey O(go_g)}

donde O; es la subcadena que comienza en la posiciéon j de la cadena O.

Sea T'm : X x Y — Z la funcién de Tm de Wallace, tal que

Tm(A“ O]) =4. Ogc(Ai, O]) + 2- CAT(A»L', OJ>
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. Sea TMypas : So — Z dada por

TMinaz(0;) = max {Tm(0;, A;) | AjeSa}
Talque 1 <i< (ly—¢) y1<j<(lo—7¥). Esta funcién devuelve los valores méximos de Tm
de cada subcadena de O con todas las subcadenas de A.

Sea
Smin = {0i€50|T M0 (0;) < TMiypnas(0;), YO, €S0 }

Este conjunto devuelve las subcadenas cuyo valor de Tm es el mas pequeno.

Sea oz © Smin — Z dada por
linaz(O;) = max {Cqc(0;, Aj) + Car(O;, Aj)|AjeS, }

Esta funcion devuelve el niimero maximo de letras iguales entre un elemento de S,,;, v las
subcadenas de Sy4.

Sea

Sé = {OZEsznwma:p(Oz> > gmax(Oj)VOjGSmin}

Este multiconjunto esta compuesto por todas las subcadenas de S,,;,, que tengan el valor de
lprae Mas alto.

Sea S, : Sy — N dada por
5.(0:) = {O,|Tm(Os, 4;) = Tiiaa (O)VA €S} |

Esta funcién devuelve el nimero de veces que se repite el valor de T'm,q, en Sy (visto como
multiconjunto) .

Sea

Srl == {OlESg‘Sr<OZ) S ST(O]')VO]'ES@}
Este conjunto contiene los elementos de S; con el menor niimero de repeticiones de T4,

Sea p : S, — N dada por
p(O;) = min {jeN|Tm(S,1, A;) = TMiyae(Sr)VAj€S4}

Esta funcién expresa el indice del primer elemento en Sy cuya T'm sea igual a la T'm,,,, de
cada elemento de S,;.

Sea
B = {0;eS.|p(0;) < p(O;)VO;€S,}

Este conjunto contiene los elementos de S,; cuyo valor de p sea el menor.

Si G es una cadena que representa el genoma humano de tamano /¢, entonces S es el conjunto
de subcadenas de tamano ¢ de G, es decir, S¢ = {G1,Ga,...,Go,—¢}. La mejor cadena del
conjunto B sera aquella que no se encuentre dentro del conjuto Sg.
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2.5. Algoritmos de fuerza bruta para solucionar el pro-
blema

El problema de la bisqueda de un oligonucledtido de interferencia adecuado se puede dividir
en tres subproblemas:

1. Busqueda del mejor oligonucledtido de interferencia.
2. Btsqueda en el genoma del oligonucleétido de interferencia.
3. Minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo.

Estos se pueden solucionar con diversos algoritmos computacionales, pero se empezara expo-
niendo los algoritmo de fuerza bruta con su respectiva complejidad.

2.5.1. Biusqueda del mejor candidato de oligonucleétido de interfe-
rencia.

Para buscar el mejor candidato de la cadena de oligonucledtido de interferencia, se puede definir
un algoritmo de fuerza bruta, que consistird en seguir paso a paso la propuesta de solucion del
problema descrita en la seccién 2.4, como se muestra en el algoritmo (1| para bisqueda del mejor
candidato de oligonucledtido de interferencia.

Algoritmo 1 Algoritmo de bisqueda del mejor candidato de oligonucleétido de interferencia.

1: procedure ALGORITMO(A, O) > A=gen actuador, O=gen objetivo
2 for i=1:i< {p — (:i++ do > Obtiene las subcadenas de longitud ¢ de la cadena O
3 for j=i:j< (+i:j++ do

4: Concatenar letra o; en O;

5: end for

6: end for

7 for i=1:i< {4 — (:i++ do > Obtiene las subcadenas de longitud ¢ de la cadena A
8 for j=i:j< (+i:j++ do

9: Concatenar letra a; en A;
10: end for
11: end for

12: for i=1:i< {p — l:i++ do > i es el namero de letra de la cadena O
13: for j=1:j< ¢4 — :j++ do > j es el nimero de letra de la cadenaA
14: Car =0

15: Cac=0

16: for k=1:j< £:j++ do

17: if 0;,==A;, then

18: switch O;, do

19: case A
20: Car ++
21: end case
22: case ('

23: Coc + +
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24: end case

25: case (¢

26: Ceo + +

27: end case

28: case T

29: Car ++

30: end case

31: end switch

32: end if

33: end for

34: Tm = 64,9 4+ 41 - (CGC — 16,4)/(0AT + Ogc)

35: if Tm > Tm,,.. then > Selecciona el valor de Tm mas grande

36: TMmee = TM

37: mndiceJ = j

38: contador =0

39: else if Tm = Tm,,,., then

40: contador + + > Numero de veces que aparece el valor de Tm mas grande

41: end if

42: end for

43: if Tmpee < mejorT'm then > Selecciona el valor de T'm,,., mas pequeno

44: mejorTm = Tmpe.

45: numerol m = contador

46: else if T'm,,.. = mejorTm then

47 if contador < numerol'm then > Selecciona el valor de T'm,,., que se repita
menos veces

48: indicel =1

49: end if

50: end if

51: end for

52: end procedure

Para calcular el tiempo de ejecucién del algoritmo, se toma el nimero de operaciones invo-
lucradas en el mismo, para el caso del algoritmo anterior, obtener las posibles subcadenas de
longitud ¢ contenidas en la cadena O, se realiza en un ciclo de tamano ¢({p — ¢), obtener las
posibles subcadenas de longitud ¢ contenidas en la cadena A se lleva a cabo en un ciclo de
tamano (({4 — ¢) y para obtener la Tm se ejecutan tres ciclos con un nimero constante de
operaciones entre cada ciclo, de esto tltimo se tienen [(£o —¢)[6+ ({4 —¢)(4€+ 6)]] operaciones.
Asi el algoritmo se lleva a cabo en el siguiente nimero de operaciones:

[L(lo = O)] + [€(la = O)] + [(lo = O)[6 + (L4 — £)(40 + 6)]]

Ahora para calcular la cota de complejidad se tiene que
Wl — O]+ [(la —0)]+ [(Lo — )k + (ba — O)(kal + K1)]]
donde k1 =6y ko =4. Sily >> 0, Ly >> ko y Lo >> [, entonces la expresion se reduce a

o + 0o+ [lo(Lakol + Caky)]
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Diremos que n = £, ademas ¢ < £, por lo que fp = ¢in para alguna constante ¢y, asi mismo
< U4, por lo que {4 = con para alguna constante ¢y, entonces esta expresion se puede definir
como una funcién de n de la siguiente manera

f(n)=n-cin+n-cmn+[cin(con - kon + con - c2)] = cin® + con® + creakon® + creokin®

Pero como c;n? < cicakan?, con? < cicokon®, cicokin® < cicokon®, entonces cin® + con® +
c1eakan® + crcokin® < 4cjcokon?, es decir, f(n) < deicokon?, pero 4cicoks es una constante, por
lo tanto la cota de complejidad es

O(n?®)

2.5.2. Bisqueda en el genoma humano del oligonucleétido de inter-
ferencia.

Para conocer si la cadena propuesta como oligonucledtido de interferencia («) es un buen can-
didato para ser un oligonucledtido de interferencia, es indispensable que no sea una subcadena
complementaria de los ARNm maduros del genoma. Esto con el fin de que estd no inhiba la
expresion de un gen indispensable para el humano.

Para llevar a cabo esta tarea, es necesario comparar cada una de las letras de la cadena a con
cada letra de los ARNm maduros del genoma humano, para saber si existen varias posiciones
donde la cadena « sea complemento en el genoma humano. Si G es la cadena de los ARNm
maduros del genoma humano cuyo alfabeto es X, y estd compuesta de la siguiente manera
9192---9e,, donde £, es la longitud del genoma,; si la cadena a esta compuesta de la siguiente
manera a;Qs...ap, donde £ es la longitud de la cadena, comparamos «;...a con gy gs...ge, después
Qv1...Qy CON Gogs...grr1 YV asi sucesivamente con todas las subcadenas posibles de Gy verificamos
si la cadena a es complemento de alguna subcadenas de G. A continuacion se describe el
algoritmo [2| para la bisqueda del oligonucleétido de interferencia en el genoma humano y se
hace un analisis de su complejidad:

Algoritmo 2 Algoritmo de busqueda del oligonucledtido de interferencia en el genoma humano
1: procedure ALGORITMO(G,«) > G=ARNm maduros del genoma, a=oligonucledtido de

interferencia

2: for i=1:i< ¢, — (:i++ do > 1ies lai-ésima letra de G

3: letrasIguales=0

4: for j=1:j< l:j++ do > j es la j-ésima letra de «

5: if g;i==a; then

6: letrasIguales++

7: end if

8: if letraslguales==/ then

9: Imprimir “El oligonucleétido de interferencia se encuentra en el indice ¢ — ¢
del genoma humano”

10: letraslguales=0

11: end if

12: end for

13: end for

14: end procedure
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Para calcular el tiempo de ejecucion del algoritmo anterior se tiene que hay un ciclo con 5
operaciones anidado dentro de otro ciclo con una operacién adicional. Por lo que el algoritmo
se lleva a cabo en el siguiente niimero de operaciones:

(b, — O)(50+ 1) = 50(6, — ) + (£, — )

Ahora para calcular la cota de complejidad se tiene que
kil(ly —0)+ (£, — 0)
donde ky = 5. 5i £, >> { entonces la expresion se reduce a
kil + ¢,

Diremos que n = ¢, ademas ¢ < ¢,, por lo que ¢, = ¢;n para alguna constante ¢;, entonces esta
) g g )
expresion se puede definir como una funcién de n de la siguiente manera

f(n)=kmn-cn+n=ken*+n

Pero como n < kycin?, entonces kicin? +n < 2kiein?, es decir, f(n) < 2kicin?, pero 2kic; es
una constante, por lo tanto la cota de complejidad es

O(n?)

2.5.3. Minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo

Con el fin de minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del blanco, es indispensable
considerar una tolerancia de incompatibilidad, en este caso se propone que esta tolerancia esté
relacionada con la Tm de « y las subcadenas de los ARNm maduros del genoma humano. Si
esta es 20°C mayor que la Tm maéaxima entre « y las subcadenas del gen de PPAR~1 entonces
es posible y muy probable que el oligonucledtido silencie otro gen que no es el gen objetivo.

Por lo tanto es necesario evaluar la funcién T'm en todas las posibles subcadenas de los ARNm
maduros del genoma humano, para asegurar que no exista un sitio en el genoma humano donde
la Tm sea més alta o igual a 20°C mas la Tm entre el oligonucleétido propuesto y el gen de

PPARA1.

El algoritmo mas sencillo para resolver este problema es parecido al de bisqueda en el genoma
del oligonucleétido de interferencia de la seccién anterior, pero cuenta con algunas modificacio-
nes. En el algoritmo anterior se compara cada letra de la cadena complementaria del oligonu-
cledtido de interferencia con cada letra del genoma humano y cada que existe una coincidencia
de letras se aumenta un contador; en este caso, existen dos contadores uno para las coinciden-
cias de las letras AT (Cur) y otro para las coincidencias de las letras GC (Cg¢), con el fin de
poder hacer el célculo de la Tm.

Una vez obtenido el valor de T'm, se compara con el valor anterior de T'm (asignado a una
variable Tmanierior), se selecciona el valor més alto y se asigna a la variable Tmanierior-

A continuacién se describe el algoritmo 3| para minimizar el riesgo de silenciamiento génico
fuera del objetivo y se realiza un analisis de su complejidad.
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Algoritmo 3 Algoritmo para minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo
1: procedure ALGORITMO(G,«) > G=ARNm maduros del genoma, a=oligonucleétido de

interferencia

2: for i=1:i< ¢, — l:i++ do > 1es lai-ésima letra de G

3: for j=1:j< £:j++ do > j es la j-ésima letra de «

4: if gi==0q; then

5: switch ¢; do

6: case A

7 Cur ++

8: end case

9: case ('

10: Coo ++

11: end case

12: case (¢

13: Coc + +

14: end case

15: case T'

16: Car ++

17: end case

18: end switch

19: end if

20: end for

21: Tm = 64,9 4+ 41 - (CGC - 16,4)/(OAT + Cgc)

22: if T'm > Tmgnterior then > Selecciona el valor de Tm mas grande

23: Tmanterior = T'M

24: end if

25: if Tmanterior > 20 4+ T'mgligo then

26: Imprimir “Es muy problable que el oligonucledtido de interferencia inhiba la
expresién génica fuera del objetivo”.

27: end if

28: end for

29: end procedure

Para calcular el tiempo de ejecucion del algoritmo anterior se tiene que hay un ciclo con 4
operaciones anidado dentro de otro ciclo con 5 operaciones adicionales. Por lo que el algoritmo
se lleva a cabo en el siguiente niimero de operaciones:

(6, — 0)(40 + 5) = 40(¢, — £) +5(¢, — 0)

Ahora para calcular la cota de complejidad se tiene que
kil(ly — ) + ko(€y — 1)
donde ky =4y ko = 5. Si £, >> { entonces la expresion se reduce a
kill, + kol

Diremos que n = ¢, ademés ¢ < {,4, por lo que ¢, = c¢in para alguna constante c;, entonces esta
expresion se puede definir como una funcién de n de la siguiente manera

f(n) = kln -cn + k?gn = k101n2 + k?QTL
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Pero como kon < kicin?, entonces kicin® + kyn < 2kicin?, es decir, f(n) < 2kicin?, pero 2kic
es una constante, por lo tanto la cota de complejidad es

O(n?)
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Capitulo 3

Marco teorico

3.1. Algoritmo de alineamiento local Smith-Waterman

El algoritmo de Smith-Waterman en este caso se tomoé como inspiracién para realizar el algorit-
mo que resolviera la parte del problema descrito de la busqueda del mejor candidato de ARN
de interferencia.

El algoritmo de Smith-Waterman es una estrategia para realizar alineamiento local; es decir,
ayuda a determinar regiones similares entre un par de cadenas o secuencias biolégicas ya sea
de ADN, ARN o proteinas.

Este algoritmo fue propuesto por Temple Smith y Michael Waterman en 1981, y esta basado
en programacion dindmica: cada solucién parcial de estados posteriores puede ser calculada por
iteracion sobre un numero fijo de soluciones parciales de los estados finales. A continuacién se
dara una breve explicacion acerca de programacion dinamica.

3.1.1. Programacion dinamica

La programacién dinamica es un método de optimizacion, el cual ayuda a reducir el tiempo
de ejecucién de un algoritmo mediante la utilizaciéon de subproblemas superpuestos y subes-
tructuras optimas. Este método hace uso de una ecuacion funcional, que es una ecuacion que
se expresa a través de una combinacién de variables independientes y funciones incognitas,
donde una o mas funciones incognitas conocidas son substituidas como argumentos de una fun-
cién incégnita, que debe ser resuelta, esta ecuacion se obtiene para cada problema especifico,
a través del uso del principio de optimalidad de Bellman que permite, con mayor o menor
esfuerzo, dependiendo del caso, establecer una recurrencia.

La programacion dinamica se aplica cuando el espacio de busqueda puede ser estructurado en
una serie o sucesion de estados tales que:

1. El estado inicial contiene soluciones triviales de subproblemas.

2. Cada solucion parcial de estados posteriores puede ser calculada por iteracion sobre un
niumero fijo de soluciones parciales de los estados anteriores.

Un algoritmo de programacién dindmica consta de 3 fases [Vinuesa, 2007):

1. Fase de inicializacion y definicién recurrente del puntaje éptimo.

23
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2. Relleno de la matriz para guardar los puntajes de subproblemas resueltos en cada itera-
cién. Se comienza por resolver el subproblema mas pequeno.

3. Se realiza un andlisis reverso de la matriz para recuperar la estructura de la solucién
Optima.

En el caso del algoritmo de Smith-Waterman la matriz contiene dos valores: una puntuacién y
un apuntador, este tltimo es un indicador de direccion que apunta en una de tres direcciones:
arriba, izquierda o en diagonal.

= La primera fila y columna es incializada con ceros.
= Se calculan tres puntajes: el paridad, la disparidad horizontal y la disparidad vertical:
e Puntaje de paridad = puntaje de la diagonal+puntaje de paridad (+1 6 -1).

e Puntaje de disparidad horizontal = puntaje de celda izquierda+puntaje de la dispa-
ridad.

e Puntaje de disparidad vertical = puntaje de celda superior+puntaje de la disparidad.

e Se asigna a la nueva celda el valor méas alto de los tres y una flecha en direccién de
la celda vecina con mayor puntaje.

F(i—1,7)+ puntaje de la disparidad {1; # lo;
F(i,j — 1) 4+ puntage de la disparidad — {1; # (s

Se debe tomar en cuenta que el puntaje maximo no es nunca < 0 y sélo se guardan apuntadores
en las celdas si su puntaje > 0

En cuanto al rastreo reverso comienza desde la celda con el puntaje mas alto de la tabla y
termina en una celda con puntaje 0.

A continuacion se muestra un ejemplo donde se desea encontrar que regiones son similares entre
las palabras coelacanth y pelican, en este caso el valor de la puntuacién de la disparidad es -1
y el puntaje de paridad es 1 [Vinuesa, 2007].

En este caso el valor mas alto de puntaje se encuentra en la letra N y de ahi se puede verificar
que los segmentos mas similares entre estas dos palabras son ELACAN-ELICAN.

3.2. Algoritmos para resolver string matching

El problema de string matching consiste en encontrar una cadena (corta), como subcadena de
otra cadena (larga). Este problema es idéntico a la segunda parte del problema definido, la
busqueda del ARN de interferencia en el genoma humano, por lo que se analizaran algoritmos
cuyas cotas de complejidad sean las minimas.
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Figura 3.1: Alineamiento local entre COELACANTH y PELICAN [Vinuesa, 2007].

3.2.1. Algoritmo Boyer-Moore

En el algoritmo de Boyer-Moore regularmente no es necesario comprobar cada caracter de la
cadena que es buscada, puesto que puede saltar algunos de los caracteres, por lo que puede tener
un factor significativamente més bajo que muchos otros algoritmos de bisqueda. Generalmente
el algoritmo es mas rapido cuanto mas grande es la clave que es buscada y cuando la cardinalidad
del alfabeto no es tan pequena.

El algoritmo comienza comprobando coincidencias de letras, empezando de la iltima letra de
la cadena hacia adelante. Por ejemplo, si se tiene una cadena S con m letras, se comprueba la
posicién m del texto en proceso. Si encuentra la letra .S, en el texto, se mueve a la posicién
m-1 para ver si contiene la letra S,,_; de la palabra, y asi sucesivamente hasta que comprueba
la primera posicion del texto para una S;. Pero si por ejemplo desde el inicio la letra S,, no
se encuentra en la posicion m del texto, significa que no hay coincidencia para la subcadena
buscada en el inicio del texto en las siguientes m posiciones, puesto que todas fallarian también,
por lo que seremos capaces de saltar hacia delante y comenzar buscando una coincidencia en
la posicién 2m del texto [Boyer and Moore, 1977).

Esto explica por qué el rendimiento del caso promedio del algoritmo, para un texto de longitud
n y patréon fijo de longitud m, es n/m: en el mejor caso, solo uno en m caracteres necesita
ser comprobado. Esto también explica el resultado de que cuanto mas largo es el patrén que
estamos buscando, el algoritmo suele ser mas rapido para encontrarlo. Pero cabe aclarar que
en el peor de los casos la complejidad es O(nm).

El algoritmo precalcula una tabla, la cual sirve para procesar la informacion que se obtiene en
cada verificacion fallida: se inicia en el ultimo caracter de la subcadena y se mueve hacia la
izquierda, si el caracter no estd ya en la tabla, se anade y se le coloca un valor de desplazamiento
igual a la distancia del ultimo caracter hasta él. Todos los otros caracteres del alfabeto reciben
un valor igual a la longitud de la cadena de busqueda. Por lo que esto toma una cota de
complejidad O(|X|+m) donde |X| es la cardinalidad del alfabeto.

Ejemplo: Para la cadena ‘coyote’, la letra ‘e’ tiene el valor de 0, la siguiente letra ‘¢’ tiene valor
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de 1, la ‘o’ tiene el valor de 2, la ‘y’ tiene el valor de 3, de nuevo aparece la ‘o’ entonces no la
tomamos en cuenta y por ultimo aparece la ‘c’ que tiene el valor de 5.

La cota de complejidad del algoritmo total es de O(|3| +m + /).

3.2.2. Algoritmo Knuth-Morris-Pratt

El algoritmo Knuth-Morris-Pratt [Knuth et al., 1977] utiliza informacién basada en los fallos
previos, aprovechando la informacién de la subcadena a buscar (para esto se precalcula una
tabla de fallos), para determinar donde podria darse la siguiente existencia, sin necesidad de
analizar mas de una vez a los caracteres de la cadena donde es la busqueda.

En un inicio se trata de localizar la posiciéon de comienzo de una cadena, dentro de otra,
suponiendo que se tiene una tabla ‘f’ precalculada, que la cadena a buscar se encuentra en un
arreglo M, y la cadena donde buscamos se encuentra en un arreglo N, se comienzan a comparar
letra por letra y si ocurre un fallo; es decir, no coincide alguna letra entre M y N, en vez de
volver a la posicién siguiente a la primera coincidencia, se salta hacia donde la tabla indique. Se
utiliza un puntero de avance absoluto de N, que considera donde se compara el primer caracter
de ambas cadenas, y se utiliza como un puntero relativo (sumado al absoluto) el que utiliza
para el recorrido en la cadena M. Suponiendo que se tiene f(j) precalculado y como entrada un
texto y un patrén, la implementacion del algoritmo KMP es la siguiente:

Algoritmo 4 Algoritmo de bisqueda del oligonucleétido de interferencia en el genoma humano

1: procedure ALGORITMO(N, M) > N=Texto, M=patron
2: int k=0;
3. int j=0;

4: while £ < n&&j <m do © n es la longitud de la cadena N y m es la longitud de la
cadena de M

5: while j > 0&&texto[k + 1]! = patron|j + 1] do
6: i=tlj]

7 if texto[k+1]==patron[j+1] then

8: J++

9: end if

10: k++;

11: end while

12: end while

13: end procedure

Dado que se tienen dos ciclos anidados, se puede acotar el tiempo de ejecucién por el ntimero
de veces que se ejecuta el ciclo externo, que es menor o igual a n por el nimero de veces que se
ejecuta el ciclo interno, que es menor o igual a m. Note que el nimero total de veces que el ciclo
interior es ejecutado es menor o igual al nimero de veces que se puede decrementar j, dado que
el nimero méximo de elementos de la tabla f(j) es j. Pero j comienza desde cero y es siempre
mayor o igual que cero, por lo que dicho nimero es menor o igual al nimero de veces que j es
incrementado, el cual es menor que n. Por lo tanto, el tiempo total de ejecucién es O(n). Por
otra parte, k nunca es decrementado, lo que implica que el algoritmo nunca regresa a una letra
anterior del texto [Bustos and Poblete, 2002].



3.2. ALGORITMOS PARA RESOLVER STRING MATCHING 27

El objetivo de la tabla (precalculada) de fallo ‘F’ es no permitir que cada cardcter del arreglo
m sea examinado mas de 1 vez. El método clave para lograr esto, consiste en haber comprobado
algin trozo de la cadena n con algin trozo de la cadena m, lo que nos proporciona en que sitios
potenciales puede existir una nueva coincidencia, sobre el sector analizado que indica fallo.

Partiendo de la cadena m se elabora una lista con todas las posiciones, de salto que senalan
cuanto se retrocede desde la posicién actual de m. Por ejemplo si la cadena a buscar es ‘caerse’
y estamos examinando un texto como ‘caen tras la puerta’, cuando llegamos a la ‘n’; ya no
coinciden las letras de las cadenas, puesto que en la cadena a buscar la siguiente letra es r’ la
pregunta légica es ; dénde se encuentra de nuevo (si existe) la primera letra en el texto ‘caerse’
(antes del fallo), y hasta donde logra repetirse?. La respuesta a esta pregunta sera el punto de
salto, que en este caso se encuentra en la posicién 3 (antes de la ‘r’), luego para la siguiente
letra, que es justo la letra que no coincide entre las dos cadenas, se debera de verificar si esa
letra de nuevo coincide con la letra de la posicion 1.

Por tanto esta tabla se confecciona con la distancia que existe desde la primera vez que aparece
un tramo de la palabra en el cual, mientras sigan coincidiendo letras, se seguira marcando la
distancia, y cuando haya una ruptura de coincidencia se marca 0 o un valor previo ya calculado
anteriormente, y asi sucesivamente hasta terminar con el texto.

La tabla tiene sus 2 primeros valores fijados de modo que la funcién de fallo empieza siempre
examinando el caracter numero 3 del texto. La razén es que, si para el segundo caracter se
marcara 1 nunca se lograria un salto pues siempre retornaria a dicho punto. El primero, por
necesidad, se marca -1 pues de ese modo le es imposible regresar mas atras, sino siempre
adelante.

Esto se puede realizar recursivamente. Para empezar, f(1)=0 por definicién. Para calcular f(j+1)
suponga que ya se tienen almacenados los valores de f(1), £(2),. . ., f(j). Se desea encontrar un
i+1 tal que el (i+1)-ésimo cardcter del patréon sea igual al (j+1)-ésimo caracter del patrén.

Para esto se debe cumplir que i=f£(j). Si b;+1=b;+1, entonces f(j+1)=i+1. En caso contrario,
se reemplaza i por (i) y se verifica nuevamente la condicién.

El algoritmo resultante es el siguiente (note que es similar al algoritmo KMP), donde se tiene
un patrén como entrada:

Algoritmo 5 Algoritmo de buisqueda del oligonucledtido de interferencia en el genoma humano

1: procedure ALGORITMO(M) > M=patrén

2: int f{m]

3 int j=1

4: while j < m do > n es la longitud de la cadena N y m es la longitud de la cadena de
M

5: IZf[J]

6: while i > 0&&patron[i + 1])! = patron[j + 1] do

g j=1[j]

8: end while
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9: if patron[i+1]==patron[j+1] then
10: fj+1]=i+1

11: else

12: fj+1]=0

13: end if

14: k++

15: end while
16: end procedure

El tiempo de ejecuciéon para calcular la funcién de fracaso puede ser acotado por los incrementos
y decrementos de la variable i, que es O(m).

Por lo tanto, el tiempo total de ejecucion del algoritmo, incluyendo el preprocesamiento del
patrén, es O(m + n).

3.2.3. Arboles de sufijos

Los arboles de sufijos son estructuras de datos que sirven para almacenar una cadena de carac-
teres como informaciéon preprocesada. Esta informacién es 1til para resolver en tiempo lineal el
problema de encontrar una cadena de tamano ¢ en una cadena mas grande de tamano m.

Debido a estas caracteristicas este algoritmo supera la cota de complejidad del algoritmo de
Boyer-Moore, la cual es O(|%]| +m + ), donde |X| es el nimero de letras del alfabeto y la cota
de complejidad del preproceso es O(¢ + m).

Un arbol de sufijos es como un trie (un trie es una estructura de datos, que es también conocida
como arbol de prefijos) que almacena todos los sufijos de una cadena, por ejemplo los sufijos
de la cadena S= xabxac son: ¢, ac, xac, bxac, abxac, xabxac. Para la construccion del arbol,
dos aristas que salen del mismo nodo no pueden tener etiquetas que empiecen con el mismo
caracter (véase figura 3.2).

Figura 3.2: Construccién de un trie para xabxac

Para construir un arbol de sufijos existen diferentes algoritmos, uno de los toma el tltimo
caracter y lo coloca en el primer nodo junto con el cardcter “$” que indica que es el terminal de
una subcadena. Se toma el siguiente caracter y se revisa si ya esta en algin nodo de la primera
fila de hijos. En caso de que no, se crea otro nuevo nodo hijo, en caso contrario se crean dos
nodos en el segundo nivel de hijos, uno que contenga la letra o subcadena nueva junto con el
simbolo “$” y otro que contenga el simbolo “$”. Asi se sigue el mismo proceso hasta que se
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hayan colocado todos los sufijos en el arbol. Como se puede observar para buscar un sufijo a
veces serd necesario recorrer las letras anteriores o bien los prefijos. Por lo tanto si para el paso
i-ésimo el algoritmo encuentra el prefijo més largo entre S [i.. n] y los sufijos i anteriores S [1..
n| $, ..., S [i-1.. n] $, definimos como S [i.. k] § tal prefijo. Entonces se han realizado k + 1
comparaciones para identificar dicho prefijo. Después de eso, el resto del sufijo S [k + 1.. n|$
tiene que ser leido y asignado a la nueva edicién. Por lo tanto, la cantidad total de trabajo en
el paso i es O(7). La complejidad general es X1 ,O(i) = O(n?).

Se puede lograr la implementacién de un arbol de sufijos con un costo O(n) en tiempo de
contruccién y memoria [Ukkonen, 1995], donde n es el tamano de la cadena a procesar o bien
donde se desea buscar una subcadena. En este caso para mejorar el consumo de memoria, en
lugar de usar un trie a secas, se usa un Patricia trie (un patricia trie es una estructura de datos
que compacta un trie, fusionando un nodo hijo tnico con su padre), el cual en la insercién
de cada sufijo, en el peor de los casos, hace un despliegue de un nodo, agregando otros dos.
Las etiquetas de los ejes son siempre subcadenas de S, y se pueden representar mediante un
intervalo, con dos indices [i, j] y por lo tanto cada nodo ocupa O(1).

El algoritmo para construir un arbol de sufijos con un coste O(n) se lleva a cabo construyendo
una secuencia de arboles de sufijos implicitos. Un arbol de sufijos implicitos, para una cadena
se obtiene borrando del arbol de sufijos cada copia del simbolo terminal $ de las etiquetas de
las aristas y después eliminando cada arista que no tenga etiqueta y cada nodo interno que no
tenga al menos dos hijos [Ukkonen, 1995] (véase la figura 3.3 y 3.4).

Figura 3.4: Construccién de arbol de sufijos implicito para xabxa

La bisqueda en el arbol de sufijos tomara un tiempo O(|X|¢ + k), donde ¢ es el tamafio de la
subcadena que se desea buscar, |X| es la cantidad de letras que se encuentran en el alfabeto y
es la cantidad maxima de nodos que se pueden tener en cada nivel y k es el nimero de veces
que aparece la subcadena en el arbol.
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3.3. Clasificadores por distancia minima, diagramas de
Voronoi

Para hacer busquedas de elementos parecidos a veces se usa la regla de clasificacién por distancia
minima, que es la mas simple de las que se aplica. Se define de la siguiente manera: sea E un
conjunto dotado de una (pseudo)métrica d : E x E — R. Supongamos que se dan m prototipos
P1, P2, ---Pm € E, tales que p; € ¢;, donde p; representa a la clase ¢;(i = 1...m), es decir, existe
un prototipo por clase. Una clasificaciéon por distancia minima respecto a py, ps, ..., pn puede
definirse para cualquier prototipo x € E como:

recedap) <dzp)ij=1l.mi#j
donde d es la (pseudo)métrica definida en E.

En este tipo de clasificador, la fase de aprendizaje consiste en la eleccion de un buen represen-
tante de cada clase en el conjunto de prototipos que pertenecen a la misma. Normalmente el
representante elegido suele ser aquel que se encuentra mas centrado dentro de la distribucién
de los prototipos en la clase. En este clasificador la muestra x se clasifica en la clase cuyo re-
presentante se encuentra a menor distancia. Las fronteras de decision en este tipo de espacios
que separan las clases son los hiperplanos mediatrices de los segmentos formados por todos los
pares de prototipos. Estas fronteras de decisién son un caso especial de clasificador lineal. El
conjunto de regiones definidas por las fronteras de decision asociadas a un clasificador de dis-
tancia minima recibe el nombre de diagramas de Voronoi. Los diagramas de Voronoi se definen
de la siguiente manera:

Dado un conjunto de puntos p;...px € R, una celda de Voronoi ¢; (asociada al punto p;) se
define como:

ci=x€R": d(x,p;) <d(z,p;),p=1..N,j#1i

Todas las regiones de Voronoi de los puntos p;,7 = 1...N forman una particién del espacio R*
de la forma C' = ¢;,7 = 1...N, y se cumple que vazl ¢ =RF ¢ ﬂ#j, c;j=10

3.3.1. Algoritmo por fuerza bruta

Una primera aproximacion para la construccion del diagrama de Voronoi consiste en explotar
la geometria de cada region de Voronoi. Por cada sitio p; € P se construird su regiéon de Voronoi
mediante el calculo explicito de los n-1 semiplanos originados debido a los bisectores trazados
con respecto a los demas sitios. Después, se calcula la interseccion de estos n - 1 semiplanos.

Este algoritmo tiene muchas desventajas como que el calculo explicito de los semiplanos y su
interseccién puede provocar problemas de precisién en la computadora. Tampoco se produce
informacion inmediata, la cual se podria aprovechar para el vecindario de cada sitio. Para este
algoritmo se tiene una complejidad de O(n?logn)

3.3.2. Algoritmo de Fortune (barrido de recta)

El algoritmo de Fortune en honor a Steven Fortune [Fortune, 1986] también ayuda al célculo
de los diagramas de Voronoi y tiene una complejidad de O(nlogn). El algoritmo de Fortune
estd basado en una de las técnicas clave dentro de la geometria computacional denominada
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barrido de recta. La esencia de esta técnica yace en suponer que existe una recta ¢ que recorre
el plano de arriba hacia abajo (o de izquierda a derecha, incluso en direcciones opuestas) y
que a lo largo de su recorrido se intersecta con las estructuras que deseamos procesar. Cuando
se da esta interseccion, se guarda cierta informacion de tal forma que ayude en los calculos.
Es necesario que la informacion que se haya obtenido en regiones ya visitadas por la recta sea
invariante. Es muy comin que esta técnica utilice dos tipos de estructuras de datos: cola de
prioridades donde se guardan eventos que no son mas que puntos donde la recta debe detenerse
y un arbol binario de busqueda donde se almacenan los elementos geométricos que se han
intersectado con la recta y se necesita recordar para el procesamiento futuro. Cabe resaltar que
debido a que en la computadora no se puede emular tal cual el movimiento continuo de la recta
de barrido, se requiere idear una forma de discretizacion del movimiento de la recta que sea
procesable en la computadora, de ahi’que los eventos representen esta discretizacion.

3.4. Vecinos mas proximos

Este clasificador es una generalizaciéon del clasificador por distancia minima, ya que permite
que haya mas de un prototipo por clase.

En este caso la distancia entre muestras y clases se define como sigue:

dyyp(x,c;) =min{d(x,p):x € E;p € ¢; € C}

Donde dyp es la distancia al vecino mas proximo.
La muestra x se clasificara en la clase que contiene el prototipo mas cercano.

En espacios de representacion vectorial con producto escalar las funciones discriminantes aso-
ciadas a un clasificador basado en la regla del vecino mas préximo son lineales a intervalos
[Tou and Gonzalez, 1974]. Como consecuencia, se pueden obtener funciones discriminantes ar-
bitrariamente complejas, lo que supone una ventaja clara sobre otros clasificadores (paramétri-
cos 0 no paramétricos) que sélo producen ciertos tipos de fronteras (lineales, cuadréticas, etc

).

La fase de aprendizaje para un clasificador por el vecino mas préximo consiste simplemente en la
obtencién del conjunto de objetos considerados como prototipos de cada clase, el cual constituye
todo el conocimiento a priori del sistema. Este diccionario puede obtenerse de forma directa o se
puede refinar usando técnicas de edicién y condensado [Devijver and Kittler, 1982] [Hart, 1968].
Con estas técnicas se intenta reducir el niimero de prototipos manteniendo o incluso mejorando
las prestaciones del clasificador original.

3.5. Busqueda de vecinos en espacios vectoriales

La busqueda de vecinos en espacios vectoriales suele basar su funcionamiento en estructuras
de datos que utilizan una representacién vectorial de los puntos, una de las es el arbol binario
de busqueda d dimensional, mas conocido como k-dtree. La idea que conlleva la busqueda en
una estructura de este tipo es dividir el dominio de bisqueda (dando un valor de particién)
donde los puntos se encuentran ordenados en dos subdominios. La comparacién con el valor de
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particién nos dird en cudl de los dos subdominios se encuentra cada punto (los menores a la
izquierda y los mayores a la derecha).

El kdtree se basa en la misma idea original de dividir el espacio de representacion R* en dos
espacios disjuntos a partir de un hiperplano perpendicular al vector correspondiente a una de las
coordenadas k. Estos hiperplanos H, dados como H = z € R* : z; = h, define dos mitades, Ry,
y Rg como R, =z € R* : z; < hy Rg =z € R¥ : z; > h. Cada hiperplano viene representado
por dos valores: 1) el indice del eje de coordenada ortogonal, j, también llamado discriminador
y 2) la localizacién del hiperplano, h, en dicho eje. Cualquier prototipo x puede ser localizado
con respecto al plano de particién realizando una comparacién del tipo z; < h (ver si la
coordenada j del punto x se encuentra a la derecha o la izquierda de la particién). Cada uno
de los espacios obtenidos puede ser sucesivamente dividido por hiperplanos perpendiculares a
los ejes de coordenadas. De esta forma, empezando en la raiz para el eje de coordenadas 1, los
hiperplanos de particiéon para los siguientes niveles se obtienen ciclicamente desde este valor
hasta k.

Fischer y Patrick presentaron un preproceso en el que ordenan el conjunto de prototipos y los
almacenan en una lista. La ordenacién realizada es utilizada junto con la desigualdad trian-
gular para evitar el calculo de muchas distancias entre los prototipos y la muestra a clasificar
[Fischer and Patrick, 1970]. Otro grupo de métodos propuestos utilizan estructuras arborescen-
tes para almacenar los prototipos [Fukunaga and Narendra, 1975| [Kalantari and McDonald, 1983].
En este caso el preproceso consiste en una descomposicion jerarquizada del conjunto de proto-
tipos en subconjuntos disjuntos. En estos métodos, la bisquedase basa en técnicas de ramifi-
ciaciéon y poda para reducir el nimero de prototipos examinados. Un ejemplo, es el algoritmo
propuesto por Fukunaga y Narendra [Fukunaga and Narendra, 1975], donde cada nodo p del
arbol T, obtenido por descomposicién del conjunto de prototipos P, representa un subconjunto
S, C P. La informacién real que se almacena en cada nodo es el nimero de prototipos perte-
necientes al subconjunto, N, el centroide de dicho conjunto m, y el radio del nodo definido
como:

rp, = max{d(z;,m,) : x; € S}

Donde un nodo interno p puede ser eliminado si se cumple:

Din, + 1 < d(z,m))

donde D,,;, es la distancia del prototipo mas cercano a la muestra hasta el momento y x es la
muestra a clasificar. La regla de eliminaciéon para los nodos hoja se aplica individualmente a
cada uno de los prototipos. Cada uno de estos prototipos es eliminado si se cumple:

Dipin + d(x;,my) < d(x,my)

3.6. Algoritmo AESA

El AESA (Approximating Eliminating Search Algorithm) es un algoritmo que consta principal-
mente de dos fases: aproximacién y eliminacién. Asumiendo un orden arbitrario en el conjunto
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de prototipos P, este método utiliza una matriz triangular de | P | (| P | —1)/2 distancias
entre prototipos, calculadas en la fase de preproceso. Esta matriz de distancias sera utilizada
en las dos fases: 1) para guiar una busqueda dindmica rdpida por aproximacién sucesiva hacia
el prototipo més cercano, y 2) para dar soporte a las reglas de eliminacién [Vidal, 1986].

En la estrategia para la busqueda se selecciona un prototipo aproximadamente cercano a la
muestra, se calcula la distancia entre ambos y si esta distancia es menor que la del mas cer-
cano hasta el momento se actualiza el vecino mds préximo. En la segunda fase (eliminacién),
usando la desigualdad triangular, se eliminan para posteriores busquedas todos los prototipos
que no pueden estar mas cercanos a la muestra que el actualmente seleccionada como tal. El
procedimiento termina cuando el conjunto de prototipos queda vacio.

Siu € U,y n es el actual vecino més cercano a la muestra x (d(z,n) < d(z,u)Vu € U), la
desigualdad triangular propia de una métrica se aplica para obtener las siguientes desigualdades
[Vidal, 1994]: | d(z,q) — d(q,p) |< d(x,p),Vp € P,q € U,z € E y como consecuencia: max |
d(x,q) — d(q,p) |< d(x,p), donde U € E.

Esta caracteristica permite definir la funcién de cota inferior de la distancia de la siguiente
forma:gy (p) = max | d(z,q) — d(q,p) |,¥p € P con gy(p) =0si U = 0.

Asi pues, aplicando las propiedades métricas, se obtienen las condiciones suficientes para que
un prototipo p no pueda estar mas cercano a la muestra x que el mas cercano, n, hasta el
momento (ver figura 3. 5): Todo prototipo p tal que gy (p) > d(x,n) es descartado para calcular
su distancia a la muestra x, por lo tanto, puede ser eliminado de P.

7 d(x,8)-f(%,n) ]

Figura 3.5: Criterio de eliminacién en el plano euclideano. Todos aquellos prototipos que se
encuentran en la zona sombreada no pueden estar mas cercanos a la muestra x que el actual
vecino mas préximo n, y por lo tanto pueden ser eliminados [Vidal, 1986].

Una vez eliminados los prototipos que cumplen la condicién, el procedimiento continta seleccio-
nando un nuevo prototipo no eliminado como candidato para calcular su distancia a la muestra.
Se aplica la regla de eliminacién de la forma indicada anteriormente para los prototipos no eli-
minados y la condicién de parada se cumple cuando todos los prototipos han sido eliminados,
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bien porque se les ha aplicado la regla de eliminacién o porque han sido seleccionados para
calcular su distancia a la muestra.



Capitulo 4

Aportaciones

En el capitulo 2 se describieron algoritmos para resolver las tres partes del problema planteado
haciendo uso de algoritmos de fuerza bruta, lo que conlleva a un alto coste en su tiempo de
ejecucion y complejidad. Si se analiza con méas detalle cada parte del problema y se hace uso de
distintas técnicas o métodos computacionales, se pueden idear algoritmos mas eficientes y por
consiguiente con una complejidad y tiempo de ejecucion menor. A continuacién se describen
algunas aportaciones propias de algoritmos para la resoluciéon del problema.

4.1. Algoritmo para la biusqueda del oligonucleétido de
interferencia

Para resolver el problema descrito en la seccién 2.3, se pueden obtener conjuntos de subcadenas
de longitud ¢ de las cadenas A y O respectivamente. Si uno observa dos subcadenas conse-
cutivas del conjunto de subcadenas de la cadena O, por ejemplo O; y O;,1, donde la letra i
representa el elemento i-ésimo del conjunto de las subcadenas de la cadena O, podré notar que
la mayoria de letras entre ellas son comunes; a saber, la subcadena 0;0(j11)...0(j4¢-1) y la sub-
cadena 0(j11)0(j42)---0(j+¢—1)0(j+¢), tienen £ — 1 letras en comun. Por lo que al hacer el calculo
del nimero de letras en comun entre las subcadenas de A; y Oi, y A;11 y O;11, existe una
repeticién inecesaria de calculos para obtener el nimero de coincidencias de letras; es decir, el
nimero de letras que coinciden entre la subcadena 0;0(j41)...0(j4e=1) ¥ @jA(j41)---Q(j+4—1), Sera
similar a el nimero de coincidencias entre o(j11)0(j12).-0(j+e) ¥ A(j+1)0(j+2)---A(j+¢), €Xcepto por
las letras con indice j y con indice j + ¢, por lo tanto se pueden omitir calculos. Gracias a esta
cualidad del problema se puede hacer uso de la programacion dinamica, la cual ayuda a resolver
problemas de manera 6ptima usando recursividad. Esto ayudé a desarrollar un algoritmo mas
eficiente y con esto se redujo el tiempo en la busqueda del oligonucleétido de interferencia.

Esta solucién es similar al algoritmo de alineamiento local de Smith-Waterman, el cual ayuda
a encontrar que segmentos de dos cadenas son mas parecidos. Por lo que el algoritmo que
proponemos es una modificaciéon al algoritmo de Smith-Waterman, que contempla distintos
puntajes para la disparidad y para las coincidencias, ademas de hacer uso de la funcion de la
Tm.

Para la solucion que se propuso del problema, se crea una matriz, donde las filas estan repre-
sentadas por las letras de la cadena O y las columnas estan representadas por las letras de la
cadena A.

35
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Se propone un puntaje (+1) para las letras que coincidan entre una fila y una columna y se
propone otro (0) para las que no coincidan.

Para dar solucién al problema planteado, se requiere hacer uso de las formulas de Tm de Wallace
o de Marmur descritas en el capitulo 1. Para aplicar estas férmulas, es necesario conocer el
numero de letras que coinciden entre una subcadena de O y una subcadena de A. En especifico,
es necesario conocer el nimero de coincidencias de las letras A y T, y el nimero de coincidencias
de las letras G y C, por lo que en cada celda de la matriz se asignaran dos valores: uno con
las coincidencias de las letras A y las letras T, llamado Cs7, y otro con las coincidencias de las
letras G y las letras C, al que llamaremos Cge. Entonces la funcion recursiva para la matriz
queda de la siguiente manera:

F(i,j) = (0,0) donde i x j =0

F(Z,j) = (CAT,Ogc) donde i = 1, ...,EO y ] = 1, ...,EA

C (Z )_ CAT(i—l,j—l)le oi:ajE{A,T}
ATT) = Oupli — 1,5 — 1) 0; # a; € {A,T}

C (Z ): Ccc(l—l,]—1)+1 oi:ajE{G,C’}
ae\lJ Cgc(i—l,j—l) Oi#CLJE{G,C}

A continuacién se muestra un ejemplo en la figura 4.1, en la cual se tiene una matriz, donde
cada una de sus celdas i, 7 contiene el niimero de coincidencias de las letras A y las letras T, y
el nimero de coincidencias de las letras G y las letras C, entre dos cadenas.

Co=0 Cu0 Co=0 C,=0 Cu=0 C,=0

AT

i+l A C.=0 C,=0 C,=0 C,=0 C,=0 C_=0
=0 C,=0 C,=0 C,=1 C,=2 C,=2

Al

AT

G c.=0 Cc_=1 C_=0 C_=0 C_=0 C_=0

GC GC GC GC GC GC

AT=0 C = CJ'\. = c.ﬂT= CAI'=1 C.M'=2

Figura 4.1: Matriz rellena con valores de coincidencias
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Dada esta matriz, se puede observar que también es posible conocer el nimero de letras que
coinciden entre la subcadena del indice 7 al indice i +/ de la cadena O y la subcadena del indice
j al indice j + ¢ de la cadena A, donde ¢ y j son valores mayores a uno.

Esto se logra conociendo los valores C'ar v Coe de la celda @ + ¢, j + ¢ y restando los valores
de las coincidencias C'ar y Cge en la celda i — 1,5 — 1. Este ajuste se debe a que se restan el
numero de coincidencias de letras que no corresponden a la subcadena evaluada. Por ejemplo,
supéngase que la longitud de O y A es igual a 5 y se desea obtener el niimero de coincidencias
Car y Cge de las tltimas subcadenas de tamano 3 (véase figura 4.2, donde i = 3). Se puede
observar que en la fila 5 de la matriz se tienen los valores de C'yr v Cae de las 5 letras entre
las cadenas O y A, por lo que se realiza una resta de estos valores con los valores Cyr v Cae
de las celdas que corresponden a las primeras dos letras entre ambas cadenas, para obtener el
numero de coincidencias de las ultimas tres letras entre O y A.

c
T
i ( T CGC=0 CGC=0 CGC=0 CGC=0 CGC=0 CGC=0
Cf\l':O C.fl'l'=() cf\'l'=1 CF\T=2 CF\T=1 CF\T=0
A C.=0 C,=0 C, =0 C_=0 C_=0
\ C,=0 C,=0 C,=0 C,=1 C, =2
" G C,.0 C_=1 C_=0 C_=0 C_=0
Cf\'l'=0 C}\l':O cf\'l'=0 cf\l':O CAT=1

C,.(TAG,TCA)=C,,(CTTAG,GTTCA)-C, (CT,GT)=2-1=1
C.{TAG,TCA)=C_(CTTAG,GTTCA)-C_(CT,GT)=0

Figura 4.2: Ejemplo de valores de coincidencias de subcadenas TAG y TCA. En la parte inferior
se muestra la formula para calcular las coincidencias entre las subcadenas TAG y TCA

Una vez conocido el tamano de la subcadena que representa el oligonucleétido de interferencia,
se pueden obtener los valores del nimero de coincidencias C'y7 v Cge entre dos subcadenas
de las cadenas O y A, y por lo tanto se pueden evaluar en la funcion de Tm T'm, la cual
corresponde a la formula de Wallace o Marmur.

El siguiente paso consiste en conocer el valor maximo de la funcion Tm evaluando las coinci-
dencias C'yr y Coe de cada una de las subcadenas de la cadena O con todas las subcadenas de
la cadena A.

Los valores de la funcién Tm entre una subcadena de tamano ¢ de O y una subcadena de
tamano ¢ de A, se pueden calcular en cada celda, a partir de la fila y la columna ¢, asi que
para conocer el valor maximo de Tm de una subcadena O con todas las subcadenas de A, se
compara la funcién Tm evaluada con los valores de coincidencias C'4r v Cge de cada celda a
partir de (¢, ) y se selecciona la que tiene el mayor valor en cada fila.

En la siguiente figura se muestra un ejemplo, donde se calcula el valor de la funcion Tm evaluada
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con los valores de Cyr v Cge de cada celda del ejemplo de la figura 4.2. Del lado derecho se
muestra una columna la cual contiene los valores méximos de Tm de cada una de las filas:

0 0 0 0 0 0 Tm

Mayor
c 0 T=0 T=0 T=0 T=4 T= 4
T 0 T=0 T=2 T=2 T=0 T=0 2
T 0 T=0 T=2 T=4 T=2 T= 4
A0 TE0 TR0 T2 T4 TE4 4
G 0 T= T=0 T=0 T=2 T=2 4

Figura 4.3: Valores de Tm mayor para cada fila

Para conocer el valor de Tm para subcadenas de tamano ¢, como se habia explicado anterior-
mente, es necesario hacer un ajuste para C'ar v Cge como el siguiente: sea M la matriz que
contiene los valores de C'xr v Cqe en cada celda y sea £= longitud de la subcadena, entonces
CAT = M.CAT(’i,j) — M.CAT(i — g,j — ﬁ) N CGC = M.Cgc(i,j> — M.Cgc(’i — g,j — f) donde ¢
y j son mayores que 3. Por lo que la evaluacion en la formula de wallace, queda de la siguiente
manera:

Tm = 2(M.Car(i,j) — M.Car(i — £,§ — 0)) + 4(M.Cac(i, j) — M.Cacli — €,5 — 0))

0 0 0 0 0 0 Tm
Mayor
c 0
T 0
B T4 TE2 TE0 4
A0 T2 T4 T 4
G 0 T=0 T=2 T=2 2

Figura 4.4: Valores de Tm mayor de filas para subcadenas de tamano 3

A continuacién se muestra una figura que contiene un ejemplo para calcular la T'm,,., para
subcadenas de tamano 3, usando los valores de coincidencias de la figura 4.2. Para las primeras
dos filas y dos columnas no se calcula la Tm debido a que el tamano de la subcadena es 3, por
o que se evaluard la funcion de Tm a partir de i = 3 y j = 3. Del lado derecho, se muestra una
columna que contiene los valores maximos de la funciéon Tm para cada fila.
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Siguiendo la definicién del problema, es necesario que se asigne una variable que indica cuantas
veces se repite el valor de T'm,,q, en cada fila.

Una vez que en cada fila de la matriz se obtenga el valor méximo de Tm acompanado de su
nimero de repeticiones, el siguiente paso es obtener el valor minimo de todas las T'm,,, de las
filas. Para ahorrar tiempo de procesamiento, esto se realiza de la siguiente manera: cada que
se obtiene T'm,,,, en una fila, se compara con el valor anterior de T'm,,, v se seleccionan los
elementos que tienen el valor minimo, este proceso se repite hasta que se termine el niimero de
filas, como consecuencia se tendra un conjunto .S,,;, de elementos. De este conjunto de valores
minimos S,,;, se seleccionan los que tengan el valor de repeticiones minimo. En el ejemplo de
la figura 4.5, el valor minimo de todas las T'm,,., es 2 y sélo se encuentra en una fila, aunque
se repita dos veces, este es el mejor candidato.

G T T C A
0 0 0 2 0 0 Tm .
Mayﬂr,fepeﬂclﬂnes
c 0 . . . . . .
T 0 - - - - -
T D - - T :4 T::s.:z -];!!:0 4' 1
A0 - - T2 T° TF 4.2
G ) - - T=0 T=:=E T=2 2.2

Figura 4.5: Evaluacion de mejor Tm para subcadenas de tamano 3

4.1.1. Complejidad

Se describe el algoritmo [0 para la bisqueda del mejor candidato de oligonucledtido de interfe-
rencia, se analiza su complejidad y tiempo de ejecucion.

Algoritmo 6 Algoritmo de bisqueda del mejor candidato de oligonucledtido de interferencia.
1: procedure ALGORITMO(A, O) > A=gen actuador, O=gen objetivo
2 structure Matriz do

3 int C AT

4 int Cgae

5: end structure
6

7
8

9

Matriz M[l4 + 1][lo + 1] > Matriz de las Tm entre las subcadenas de O y de A
for i=1:i< l4:i++ do > Inicialza en ceros los elementos de la primera columna de M
M.Cyur[0][i] =0
. M.Cecl[0][i] =0
10: end for
11: for i=1:i< {p:i++ do > Inicialza en ceros los elementos de la primera fila de M
12: M.Cyr[i][0] =0
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13: M.Cgeli][0] = 0

14: end for

15: for i=1:i< lp:i++ do > 1 es el numero de subcadena de O

16: for j=1:j< l4:j++ do > j es el nimero de subcadena de A

17: if O;==A; then

18: switch A; do

19: case A

20: M.Cyrli+1][j + 1] = M.Carli][j] + 1

21: end case

22: case C

23; M.Caeli+1)[j + 1] = M.Cecli][j] + 1

24: end case

25: case (&

26: M.Cgc[i + 1][] + 1] = M.Ogc[i] [j] +1

27: end case

28: case T’

29: M.Cyrli+1][j + 1] = M.Carli][j] + 1

30: end case

31: end switch

32: end if

33: if ( thenj > ()

34: Coc=MCqcli+1,j+1]—M.Cgqcli —€,7 — ] 1> Cgc de una subcadena

35: Car =M.Cyr(i+1,j+1) = M.Car(i—€,57 — ) > Car de una subcadena

36: Tm = 64,9 + 41 - (CGC - 16,4)/(CAT + M.Cgc)

37 if Tm > Tm,,q. then > Selecciona el valor de Tm maés grande

38: TMpee = T

39: indiced = j

40: contador = 0

41: else if Tm = Tm,,,., then

42: contador + + > Repeticiones de valor de Tm mas grande

43: end if

44: end if

45: end for

46: if Tmyae < mejorTm then > Selecciona el valor de T'm,,,, méas pequeno

47 mejorTm = Tm e

48: numerol'm = contador

49: else if T'm,,.. = mejorTm then

50: if contador < numerol'm then > Selecciona el valor de T'm,,., que se repita
mMenos veces

51: indicel =1

52: end if

53: end if

54: end for
55: end procedure

Para calcular el tiempo de ejecucion del algoritmo, se toma el niimero de operaciones involu-
cradas en el mismo. El tiempo para acceder a un arreglo unidimensional es constante, esto es
debido a que cada elemento del arreglo es una direccion de memoria, por lo que para acceder
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a un elemento del arreglo se lleva a cabo en una operacion.

Para acceder a una celda de una arreglo bidimendional (matriz) el tiempo de ejecucién también
es constante, esto es debido a que un arreglo bidimensional de f filas y ¢ columnas, se traduce
a un arreglo unidimensional de longitud fc, donde de la posicion 1 a la posicion ¢ del arreglo
unidimensional abarca los elementos de la primera fila de la matriz y de la posicion ¢ + 1 a la
posicién 2¢ del arreglo unidimensional abarca los elementos de la segunda fila de la matriz, y asi
sucesivamente. Entonces para acceder a la posicién (4, j) de la matriz, sélo es necesario conocer
la posicion de esa celda en el arreglo unidimensional, esta se puede calcular facilmente con la
siguiente operacién ic + j, una vez obtenido el resultado, s6lo hay que dirigirse a la direccién
de memoria de esa celda y obtener el dato deseado, por lo que acceder a un elemento de un
arreglo bidimensional es llevado a cabo en una sola operacién.

El algoritmo descrito anteriormente tienen dos ciclos con dos operaciones que inicializan la
primer fila y la primer columna en ceros de la matriz M, como se menciono anteriormente, estas
operaciones se realizan en tiempo constante, por lo que se tienen un total de [(204) + (2{0)]
operaciones. Seguido de esto se tiene un ciclo con 12 operaciones anidado en otro ciclo con 4
operaciones adicionales. Asi el algoritmo se lleva a cabo en el siguiente ntimero de operaciones:

204 + 200 + 50(12&4 + 4) =204+ 6lp + 12000 4

Diremos que ¢p = n, ademas fp < €4, por lo que £, = kn para alguna constante k, entonces
la expresién 2kn + 6n + 12004 se puede representar como una funciéon de n de la siguiente
manera

f(n) = 2kn + 6n + 12kn - n = 2kn + 6n + 12kn?

Se sabe que 2kn < kn? y 6n < kn?, por lo tanto 2kn + 6n + 12kn? < 3(12kn?), es decir,
f(n) < 3(12kn?), pero 3 - 12k es constante por lo tanto la cota de complejidad es

O(n?)

4.2. Algoritmo de busqueda del oligonucleétido en el ge-
noma

En el capitulo 2 se hizo un andlisis del algoritmo de fuerza bruta para buscar si una cadena
a (oligonucledtido de interferencia) es subcadena de otra cadena G (los ARNm maduros del
genoma humano). Para resolver este problema es necesario comparar cada una de las letras de
la cadena de « con las letras de G, esto tiene un costo de O(n?).

Para resolver este problema es necesario comparar cada una de las letras de G con las letras del
oligonucledtido de interferencia para asegurarse si ésta ultima es subcadena de GG, asi que no se
espera tener un algoritmo de menos de ¢, operaciones. Para que reducir la cota de complejidad
O(n?) del algoritmo del capitulo 2 que solucionaba este problema, se pensé en una manera de
comparar la cadena «, no letra por letra sino como un paquete, con cada paquete de subcadenas
de tamano ¢ de la cadena G. Una opcién es pensar en obtener el hash de la cadena o y de cada
una de las subcadenas de G, y entonces comparar los hash. Se pensé construir un hash H(.S)
de la siguiente manera:

14

H(S) =) 4'L(t;)

=1
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donde S es la subcadena que se va a evaluar, ¢; es la i-ésima letra de una subcadena y L({;) es
una funcion definida de la siguiente manera

<.

L(t;) =

)

I
NQQAQ

=W N =
SSS S
I

7

Si obtener los hash de las subcadenas de G tomara tiempo lineal, se tendria una complejidad
total lineal, desafortunadamente obtener el hash para una cadena requiere sumar cada valor de
la letra de la cadena, por lo que es necesario recorrer nuevamente el nimero total de letras ¢
de la subcadena , lo que conlleva nuevamente una complejidad O(n?).

Para evitar este problema de recorrer las (¢) letras de las subcadenas de G por cada letra de
la misma, se puede hacer uso de que las subcadenas consecutivas de G tienen letras en comin,
pero debido a que en el calculo del hash planteado se hace uso de la posicion de la letra de
la cadena, no se puede aprovechar la ventaja de que las subcadenas consecutivas de G tengan
letras en comun, por lo que se descarto el célculo del hash planteado. Si g; es la letra i-ésima de
G, entre g;119i12---Give Y GivoGits---gires1 S€ tienen las siguientes letras en comun: g;12G;13...gi1¢-
Por lo tanto si a la primera cadena le quitamos la letra g;.1 y le agregamos ¢;.¢.1 se tendria la
segunda cadena. Esto significa hacer un corrimiento, pero hacer corrimientos con letras conlleva
varias operaciones, a diferencia de los corrimientos con ntimeros binarios que se llevan a cabo
en una unica operacién. En este esquema las subcadenas serdan representadas como nimeros
binarios, donde cada niimero binario sera una concatenacion de letras, cada una representada
por dos digitos binarios de la siguiente manera: A=00, C=01, G=10, T=11, por ejemplo, la
cadena AGT, tiene un valor binario de 001011 (véase figura 4.6).

AGT
0010 11

Figura 4.6: Asignacién binaria a una cadena

Para obtener el valor binario de la primer subcadena de tamano ¢ de la cadena G, se toman
los valores binarios de las primeras ¢ letras de la cadena G. El corrimiento binario nos permite
tener ventajas para la obtencién de las siguiente subcadenas, por ejemplo para la siguiente
subcadena sélo se hace un corrimiento binario en dos bits (que representan una letra) hacia la
izquierda, y se concatena el valor binario de la siguiente letra.

Ejemplo: si se tiene la cadena AGTACGT, donde las subcadenas deben ser de tamano 5,
entonces los valores binarios para las dos subcadenas consecutivas AGTAC, GTACG seran los
siguientes:

AGTACGT
00 10 11 00 01

AGTACGT
<< 1011 00 01 10

Figura 4.7: Asignacion binaria a subcadenas

Para conocer si una cadena « es subcadena de la cadena G basta hacer una comparacién del
valor binario de la cadena «, con el valor binario de cada subcadena de G, si estos valores
binarios son iguales, entonces se tiene que « es subcadena de G.
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Se describe el algoritmo [7] para la bisqueda del oligonucleétido de interferencia en el genoma,
donde se hace uso de valores binarios y su respectiva complejidad y tiempo de ejecucion:

Algoritmo 7 Algoritmo de bisqueda del oligonucledtido de interferencia en el genoma

1: procedure ALGORITMO(G, «)

interferencia

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:

long binario,
long binariog
long mascara=(long)pow(2,(longitud*2))-1
digitos binarios de la longitud de la cadena.
for i=1:1< /:i++ do
switch «; do

case A

binario, = binario,00
end case
case C

binario, = binario,01
end case
case (G

binario, = binario,10
end case
case T

binario, = binario,11
end case

end switch

end for

for i=1:i< l:i++ do
switch G; do

case A

binariog = binartoz00
end case
case C

binariog = binariog01
end case
case (G

binariog = binariog10
end case
case T

binariog = binariogll
end case

end switch
if then: >/
if binario, = binariog then

> G=ARNm maduros del genoma, a=oligonucledtido de

> mascara para tomar la cantidad de

> 1es lai-ésima letra de «

> Concatena el valor binario de A

> Concatena el valor binario de C

> Concatena el valor binario de G

> Concatena el valor binario de T

> 1es lai-ésima letra de G

> Concatena el valor binario de A

> Concatena el valor binario de C

> Concatena el valor binario de G

> Concatena el valor binario de T

Imprime el oligonucleétido a se encuentra en el genoma humano

end if

binariog = binariog << 2

> Corrimiento de dos digitos a la izquierda
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41: binariog = binariog&mascara > Mascara binaria que limita el nimero de
digitos binarios necesarios

42: end if

43: end for

44: end procedure

Para calcular el tiempo de ejecuciéon del algoritmo anterior se tienen dos ciclos, un ciclo con 3
operaciones, y otro con 8 operaciones. Por lo que el algoritmo se lleva a cabo en el siguiente
nimero de operaciones:

3l + 84,

Diremos que n = {,, ademas {, < {4, por lo que ¢, = kn para alguna constante k, entonces
esta expresion se puede definir como una funcién de n de la siguiente manera

f(n) =3n+8kn

Pero como 3n < 8kn, entonces 3n + 8kn < 2(8kn), es decir, f(n) < 2(8kn), pero 2(8k) es una
constante, por lo tanto la cota de complejidad es

O(n)

Haciendo una comparacién entre el algoritmo de desarrollo propio y el de Boyer-Moore, el
algoritmo de desarrollo propio en el peor de los casos tiene una complejidad de O(n), mientras
que el algoritmo de Boyer-Moore en el peor de los casos toma un tiempo de (nm). Comparado
el algoritmo propuesto con el algoritmo de Knuth-Morris-Pratt y los arboles de sufijos, se puede
observar que es mas facil la implementacién del algoritmo que se propuso, a pesar de que la
cota de complejidad es la misma O(n), en los tres algoritmos.

Cabe aclarar que el algoritmo de desarrollo propio debido a su naturaleza binaria, depende
de la cantidad de bits que se puedan almacenar en una variable en memoria, actualmente la
variable con mayor cantidad de bits es el tipo de dato long, donde se pueden almacenar 64 bits.
También hay que tomar en cuenta que el nimero de bits de cada letra depende de la cantidad
de letras que tiene un alfabeto, es decir, 1 bit puede representar un alfabeto de dos letras, 2 bits
uno de 4 letras, 3 bits uno de 8 letras y asi sucesivamente. Suponiendo que tenemos un alfabeto
de 4 letras, cada letra podra ser representada con 2 bits, por lo tanto a lo mas en variables de
64 bits se podran representar subcadenas de 32 letras.

Para saber que tan bueno en tiempo de procesamiento es el algoritmo propuesto con respecto
al algoritmo de Boyer-Moore y el de Knuth-Morris-Pratt, se implementaron cada uno de los
algoritmos en lenguaje C y se midi6 el promedio del tiempo en el que terminaba la ejecucién
de cada algoritmo cambiando el tamano de las cadenas de entrada.

En la siguiente tabla se muestran los resultados en milisegundos de la ejecucién de cada uno de
los algoritmos, para la bisqueda de una cadena de 5 letras en cadenas de distintos tamanos.

Algoritmo/ No. de letras | £=10000 | /=100000 | /=1000000 | £=10000000 | ¢=100000000
Boyer-Moore 0.6385 5.50 54.69 565.4 5845.57
Knuth-Morris-Pratt 0.60016 5.397 54.12 547.43 5769.20
Algoritmo propio 0.5899 5.124 51.8 563.61 5651.97

Para la busqueda de una cadena de 25 letras en cadenas de 10000, 100000, 1000000, 10000000,
100000000 se tiene la siguiente tabla de tiempos de ejecucién en milisegundos.
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Algoritmo/ No. de letras | £=10000 | /=100000 | /=1000000 | £=10000000 | ¢{=100000000
Boyer-Moore 0.6952 5.900 59.53 592.37 6049.781
Knuth-Morris-Pratt 0.67205 5.8263 58.69 589.13 5945.43
Algoritmo propio 0.6239 5.402 57.4853 569.63 5808.766

Debido a las caracteristicas del problema, se tiene un alfabeto de tamano 4 y se quiere comparar
una subcadena de tamano no mayor a 28, este algoritmo resuelve perfectamente el problema
y no es necesario hacer ninguna modificacién, pero en caso de que fueran necesarios mas bits,
se tendria que hacer una modificacion al algoritmo, en donde en vez de requerir un sélo dato
de tipo long seria necesario tener un arreglo de variables de tipo long y la cota de complejidad
cambiaria en un factor constante que dependeria del tamano del arreglo de las variables de tipo
long.

4.3. Algoritmo para minimizar el silenciamiento génico
fuera del objetivo

Como se explico en el capitulo 2 es esencial minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera
del objetivo, por lo que es necesario considerar una tolerancia de incompatibilidad. Para esto
es indispensable evaluar la T'm en todas las posibles subcadenas de los ARNm maduros del
genoma humano, con el fin de asegurar que no existe un sitio en el genoma humano donde la
Tm sea més alta o igual a 20°C mas la Tm maéaxima entre el oligonucleétido propuesto y una
subcadena del gen PPAR~.

Haciendo un analisis de la funcién Tm usando la regla de Marmur, se puede hacer una apro-
ximaciéon del nimero de letras iguales que son necesarias entre dos cadenas, para obtener la
Tm que cumple con la tolerancia de incompatibilidad. Si suponemos que la cadena que se
va a analizar esta conformada por la misma cantidad de letras AT’s y CG’s. Entonces en la
férmula de Marmur, Tm = 64,9 + 41 - (yG + 2C — 16,4)/(wA + 2T + yG + zC), se tiene
yG + 2C = wA + 2T = (. Sustituyendo en la ecuacién se tiene

Tm = 64,9 +41- (L — 16,4)/(2L)

Despejando L se tiene

L =672,4/(84,5 — T'm)

Si suponemos una Tm maxima de 37°C entre el oligonucleétido de interferencia propuesto y
una subcadena de PPAR~, entonces la minima Tm para que se cumpla la tolerancia de incom-
patibilidad debe de ser de 37°C 4 20°C=57°C. Sustituyendo el valor en la funcién L(T'm), se
obtiene L(57) = 24,4, es decir, es necesario que existan aproximadamente 25 letras iguales entre
las dos cadenas evaluadas en la funcién de Tm, para alcanzar la tolerancia de incompatibilidad.
Por lo que, si se considera un oligonucledtido de interferencia de 27 letras, son necesarios 2
letras desiguales o menos para que sea muy probable que un oligonucleétido de interferencia
pueda silenciar un gen.

Como se habia mencionado en el capitulo 2, en la exposicién del problema era necesario hacer
algunas comparaciones con todas las letras de las subcadenas de los ARNm maduros del genoma
humano, pero poniendo en préactica la tltima idea expuesta, se puede concluir que una vez que
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se encuentren méas de cierto nimero de letras desiguales entre las dos cadenas comparadas (en
el ejemplo anterior 2 letras desiguales) ya no serd necesario realizar comparaciones con el resto
de letras de la subcadena. A continuacién se analizara el pseudocddigo, donde se agrega una
variable que cuenta el nimero de letras desiguales, supongamos 7 letras, para que una vez
que este niumero sobrepase la cantidad de desigualdades analizadas, ya no se sigan realizando
mas comparaciones con las letras restantes de la subcadena. En caso de que no se sobrepase la
cantidad de desigualdades se hard una evaluacion de la funcion de Tm.

4.3.1. Complejidad

Se expone el algoritmo [§] para minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo,
se analiza su complejidad y tiempo de ejecucién.

Algoritmo 8 Minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo
1: procedure ALGORITMO(G,«) > G=ARNm maduros del genoma, a=oligonucledtido de
interferencia

2: int desiguales=0

3: for i=1:i< ¢:i++ do

4: switch «; do > 1 es la i-ésima letra de «
5: case A

6: binario, = binario,00 > Concatena el valor binario de A
7 end case

8: case ('

9: binario, = binario,01 > Concatena el valor binario de C
10: end case

11: case G

12: binario, = binario,10 > Concatena el valor binario de G
13: end case

14: case T

15: binario, = binario,11 > Concatena el valor binario de T
16: end case

17: end switch

18: end for

19: for i=1:i< Vg5 — (:i++ do > 1 es lai-ésima letra de G
20: CAT =0

21: Cac =0

22: for j=1:0&desiguales < 2:j++ do > ies la i-ésima letra de G
23: if g; # o then

24: switch g; do

25: case A

26: Car ++

27: end case

28: case (

29: Ceo + +
30: end case
31: case G
32: Coo ++

33: end case
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34: case T

35: Car + +

36: end case

37: end switch

38: else

39: desiguales+-+

40: end if

41: end for

42: if desiguales < 2 then

43: Tm = 64,9 4+ 41 - (CGC — 16,4)/(0,41“ + M.Cgc)

44: if T'm > Tmgnterior then > Selecciona el valor de Tm mas grande

45: Tmanterior = IT'M

46: end if

47: if Tmanterior > 20 + T'mjigo then

48: Imprimir “Es muy problable que el oligonucleétido de interferencia inhiba la
expresion génica fuera del objetivo”.

49: end if

50: end if

51: end for

52: end procedure

Para calcular el tiempo de ejecucion del algoritmo anterior se tiene que hay dos ciclos, uno de
los ciclos tiene ¢ operaciones y el otro tiene 5 operaciones y estd anidado dentro de otro ciclo
con 6 operaciones adicionales. Por lo que el algoritmo en el peor de lo casos se lleva a cabo en
el siguiente niimero de operaciones:

40+ (Ly — 0)(40 + 6) = 40 + 400, — 40% 4+ 60, — 60 = 400, — 40* + 6(, — 20

Pero en el mejor caso donde las primeras 7 letras son diferentes y alcanzan el maximo nimero
de letras desiguales permitidas (en este caso 2), el numero de operaciones se reducird, debido a
que no se ejecutaran estas en el segundo ciclo en todas las ¢ letras, esto hard que el tiempo de
ejecucion se reduzca.

Para el célculo de la cota complejidad diremos que n = ¢ y n > 1, ademés ¢ < {,, por lo que
{y, = kn para alguna constante k, entonces esta expresion se puede definir como una funcién de
n de la siguiente manera

f(n) = dnkn — 4n* + 6kn — 2n = 4kn* — 4n* + 6kn — 2n

Pero como —4n? + 6kn — 2n < 4kn?, entonces —4n? + 6kn — 2n < 2(4kn?), es decir, f(n) <
2(4kn?), pero 2(4k) es una constante, por lo tanto la cota de complejidad es

O(n?)

Analizando maés detalladamente el algoritmo, con el fin de reducir el tiempo de ejecucion, se
pensd en una idea andloga al algoritmo propuesto para la busqueda del oligonucleétido de
interferencia en el genoma humano. Pero debido a que en una sola operaciéon no se pueden
hallar cuantas letras desiguales hay se tienen entre dos cadenas, entonces se planted, que en vez
de tener una cadena de caracteres representada por un valor binario, tener niimeros binarios
que representaran dos letras. Tener un valor binario que represente dos letras ahorrara mas
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operaciones que comparar letra por letra, mas adelante se explica por que un valor binario debe
representar dos letras y no mas. Al igual que en el algoritmo anterior A=00, C=01, G=10,
T=11 y la concatenacién de dos letras sera la concatenacion de los nimeros binarios, por
ejemplo CG=0110.

El proceso que se sigue es realizar una XOR entre los niimeros binarios que representan dos
letras (4 bits, es decir, 2 bits por cada letra) de cada cadena, en caso de que la operacién XOR
arroje como resultado un cero, quiere decir que las dos letras de ambas cadenas son iguales, en
caso contrario habra una o dos letras desiguales. Para conocer si no hay ninguna desigualdad
entre dos letras se realiza una operacion, en caso contrario se realizaran dos operaciones. Para
saber el numero de letras desiguales que existen entre las dos subcadenas de dos letras después
de realizar la operacién XOR, se contempla que si existe una letra desigual el niimero binario
resultante debera de tener sus dos primeros niimeros en cero o bien sus dos tltimos ntiimeros en
cero, es decir el nimero binario debera ser 1, 2, 3, 4, 8 6 12, o bien el niimero binario debera ser
>4 6 8 6 12. Una vez que el nimero de letras desiguales sobrepase la cantidad de desigualdades
requerida para cumplir con la tolerancia de incompatibilidad, ya no es necesario que se realicen
mas comparaciones con las letras restantes de la subcadena. En caso de que no se sobrepase la
cantidad de desigualdades se hard una evaluacion de la funcion de Tm.

Se expone el segundo algoritmo [J] para minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del
objetivo, su complejidad y su tiempo de ejecucion:

Algoritmo 9 Minimizar el riesgo de silenciamiento génico fuera del objetivo

1: procedure ALGORITMO(G, «) > G=ARNm del genoma, a=oligonucledtido de
interferencia

2: int desiguales=0

3: long mascara2=0x03 > mascara para tomar solo 4 digitos binarios
4: long mascara=2% — 1 > mascara para los digitos binarios necesarios
5: for i=1:i< £:i++ do

6: switch «o; do > 1 es lai-ésima letra de «
7 case A

8: binario, = binario,00 > Concatena el valor binario de A
9: end case

10: case ('

11: binario, = binario,01 > Concatena el valor binario de C
12: end case

13: case (¢

14: binario, = binario,10 > Concatena el valor binario de G
15: end case

16: case T

17: binario, = binario,11 > Concatena el valor binario de T
18: end case

19: end switch
20: switch g; do > ies lai-ésima letra de G
21: case A
22: binariog = binariog00 > Concatena el valor binario de A
23: end case
24: case ('
25: binariog = binariog01 > Concatena el valor binario de C

end case

)
Y




49

27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44:
45:
46:
47:
48:
49:
50:
51:
52:
53:
54:
55:
56:
a7:
58:
59:
60:
61:
62:
63:
64:
65:
66:
67:
68:
69:
70:
71:
72:
73:
74:
75:
76:

case (G
binariog = binario,10 > Concatena el valor binario de G
end case
case T
binariog = binariogll > Concatena el valor binario de T
end case
end switch
end for
for i=¢ + 1:i< f5:i++ do > ies lai-ésima letra de G
Car =0
binario2q = binariog
binario2, = binario2,
for j=1:¢/2&desiguales< 2:j++ do > 1ies lai-ésima letra de G
variable_ror = (binariog&mascara) X O R(binario,&mascara)
if variable_ror # 0 then
if variable_zor < 4 6 variable_xor = 8 6 variable_zor = 12 then
desiguales+-+
else
desiguales=desiguales+2
end if
binario2g >> 4 > Corrimiento en 4 del valor binario de la subcadena de G
binario2, >> 4 > Corrimiento en 4 del valor binario de la subcadena de o
binario2q = binario2g&mascara?
binario2, = binario,&mascara2

end if

end for

if desiguales< 2 then > se espera que sean minimos los casos de 1 a 3
for i=1:1< ¢:i++ do > Para calcular la Tm

if gi —{ — 1) # o, then
switch G; do
case A
Car ++
end case
case ('
Cao + +
end case
case (¢
Coc ++
end case
case T
Car ++
end case
end switch
end if
end for
Tm =649+ 41 - (CGC’ — 16,4)/(CAT + M.CGC>
if T'm > Tmnterior then > Selecciona el valor de Tm maés grande
T'mapterior = T
end if
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e if TManterior > 20 + Tmoh-go then

78: Imprimir “Es muy problable que el oligonucleétido de interferencia inhiba la
expresion génica fuera del objetivo”.

79: end if

80: end if

81: binariog = binariog << 2 > Corrimiento de dos digitos a la izquierda

82: switch g; do > ies lai-ésima letra de G

83: case A

84: binariog = binariog00 > Concatena el valor binario de A

85: end case

86: case ('

87: binariog = binariog01 > Concatena el valor binario de C

88: end case

89: case (¢

90: binariog = binario,10 > Concatena el valor binario de G

91: end case

92: case T

93: binarioq = binariogll > Concatena el valor binario de T

94: end case

95: end switch

96: binariog = binariog&mascara > limitar el nimero de digitos binarios necesarios

97: end for
98: end procedure

Representar la cadena a en nimero binario conlleva 3¢ operaciones, donde ¢ es el nimero de
letras de «, asi mismo se representan las primeras ¢ letras de la cadena G en niimero binario,
por lo que el nimero de operaciones del primer ciclo es 6

Después cada dos letras codificadas en binario de la cadena G, se van a comparar con dos letras
codificadas de la cadena «, esto mientras el nimero de letras que sean desiguales entre una
subcadena de G y la cadena o sea menor a una cantidad de desigualdades especificada. Por lo
que se tiene un ciclo que recorre las {—/ letras de G, y dentro se realizan primero 4 operaciones
y un ciclo con méximo 8¢/2 operaciones (la cantidad de ell/2 es debida a que dos letras estan
contenidas en un nimero binario), pero en realidad se ejecutardn menos operaciones por la
condicion de que el nimero de desigualdades debera ser menor o igual a dos. Si se cumple
la condicién de que el existen menos de dos o dos letras desiguales entonces se prosigue a
hacer 4¢ 4+ 5 operaciones, pero para el caso del problema que se resuelve aqui el nimero de
veces que se cumple esta condicién es de maximo tres veces no de fg — £ veces. Después
de esta condicién se prosigue a realizar otras 5 operaciones. Por lo que el nimero total de
operaciones: 6¢ + ({g — £)(80/2+9) + 3(40 +5) = 6£ + 80l /2 — 802 /2 + W — W + 120 + 15 =
40l — 40% + 90 + 90 + 15

Para el célculo de la cota complejidad diremos que n = £y n > 1, ademas ¢ < {,4, por lo que
¢y = kn para alguna constante k, entonces esta expresiéon se puede definir como una funcién de
n de la siguiente manera

f(n) = 4knn — 4n* + 9%kn + 9n + 15 = 4kn* — 4n* + 9kn + 9n + 15

Pero como —4n? < 4kn?, 9kn < 4kn? 9n < 4kn® y 15 < 4kn?, entonces —4n? + 6kn —
2n < 4(4kn?), es decir, f(n) < 4(4kn?), pero 4(4k) es una constante, por lo tanto la cota de
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complejidad es

O(n?)

Comparando el algoritmo de fuerza bruta y los propuesto aqui se puede observar que los
algoritmos propuestos realizan un menor nimero de operaciones ya que discriminan infor-
macién. Entre los dos algoritmos descritos anteriormente se puede observar que el nume-
ro de pasos que realiza el segundo se reduce si se realiza un preprocesamiento de las ca-
denas, porque dentro del algoritmo se eliminarian las operaciones necesarias para averiguar
la letra y su conversion a numero binario, por lo tanto el nimero de operaciones serian
(e —0)(8/2 4+ 5) + 3(5) = 4llg — 40> + 5lc + 15 — 5{ que es menor que el niimero de pasos
que realizard el primero 4¢¢, — 4¢* + 6¢, — 2{, por lo que concluimos que el segundo algoritmo
es la mejor opcion.

Poniendo en ejecucién el segundo algoritmo y el algoritmo de fuerza bruta, usando los siguientes
datos: una Tm maxima= 46.7, nimero méximo de letras desiguales=3 (haciendo uso de la
formula de Marmur con una Tm méxima de 46.7,para obtener el nimero de letras necesarias
que cumplan con la tolerancia de incompatibilidad), nimero de letras de la cadena=27, se
obtiene que el algoritmo de fuerza bruta realiza 1,628,751,213 operaciones, mientras que el
algoritmo propuesto realiza 135,538,594 operaciones. Esto muestra que el algoritmo propuesto
ejecuta 1,493,212,619 operaciones menos que el de fuerza bruta, es decir, el algoritmo de fruerza
bruta realiza 12 veces més operaciones que el algoritmo propuesto.

4.4. Aplicacion realizada

Se realiz6 una aplicacién conformada por varios médulos, que implementan los algoritmos
descritos anteriormente. En esta seccion se exponen el paradigma de programacion y el lenguaje
usados, asi como también se describe la interfaz y el funcionamiento de la aplicacion y los
resultados obtenidos al ponerla en uso.

4.4.1. Paradigma de la aplicacion:POO

Existen diferentes paradigmas de programacién cada uno de estos contiene un conjunto de
estdndares que representan una manera de organizar el pensamiento para afrontar distintos
problemas. En este caso en especial se hard uso del paradigma orientado a objetos debido a
que cuenta con las caracteristicas de modularidad, la cual permite subdividir a la aplicacién
en partes mas pequeas, las cuales son independientes entre ellas, esto permite que el programa
sea extensible y se pueda adaptar facilmente a otros productos de software. También permite
la reutilizacion de estas partes o médulos dentro de la misma aplicacion. Esta caracteristica de
modularidad tiene un gran aporte a nuestro objetivo general.

La programacién orientada a objetos cuenta con otras caracteristicas como:

Abstraccion: denota las caracteristicas esenciales de un objeto. Un objeto es una entidad que
tiene propiedades o atributos y tiene distintos comportamientos (a los que se les llamara méto-
dos), los cuales responden a diferentes eventos. Estos objetos sirven como agentes abstractos,
que pueden informar, cambiar de estado y comunicarse con otros objetos. La abstraccion ayuda
a armar un conjunto de clases que permiten modelar la realidad o el problema que se quiere
atacar.
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Encapsulamiento: Retne todos los elementos que pueden considerarse pertenecientes a una
misma entidad.

Polimorfismo: Objetos con distintos comportamientos pueden tener el mismo nombre.

Herencia: Se puede tener una jerarquia debido a la relacion que tienen las clases entre si. Esto
permite que los objetos hereden las propiedades y el comportamiento de todas las clases a las
que pertenecen.

4.4.2. Lenguaje de programacion

Existen diversos lenguajes de programacién orientados a objetos pero para la implementacién
de los algoritmos expuestos anteriormente se hizo uso de los lenguajes java y objective C.

Java es un lenguaje que permite que los desarrolladores de aplicaciones escriban el programa
y lo ejecuten en cualquier computadora no importando el sistema operativo (esto es conocido
en inglés como WORA, o “write once, run anywhere”), lo cual se logra haciendo uso de una
maquina virtual. Objective C no necesita una maquina virtual en computadoras con sistema
operativo Mac OS, sin embargo es necesaria cuando se tienen otros sistemas operativos. La
desventaja es que acoplar Objective C con una maquina virtual resulta ser mas dificil que java.

La ventaja de usar Objective C, es que la aplicacién que se desarrollara es parte de una apli-
cacion més general desarrollada para Mac OS y por lo tanto la aplicacién no necesitara hacer
uso de una maquina virtual.

4.4.3. Interfaz grafica

Con el fin de que la aplicacién sea amigable para el usuario se encuentra divida en varios
modulos, que permiten realizar varias consultas sin importar que otro médulo este abierto. A
continuacion se explicara como esta conformada la aplicacién:

La pantalla principal que se muestra al ejecutar la aplicacién es el médulo: “Encuentra oligo-
nucleétido de interferencia”. En la parte superior izquierda de la computadora se encuentra
un ment, como el que se muestra en la figura 4.8. El ment cuenta con las siguientes opciones
:Actividades, Método Tm, Cargar archivos, Descargar, Editar y Ayuda.

LHGELEEE Metodo Tm Cargar archivos  Descargas  Editar  Ayuda

Encuentra oligonucledtido de interferencia
Encuentra empalme y tm

Busca en el genoma (cromosomas)

Busca en el genoma (ARNm)

Riesgo de silenciamiento fuera del objetivo

Close HEW

Figura 4.8: Menu de la aplicacién
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4.4.3.1. Actividades

Dentro del menu actividades, se encuentran todas las tareas posibles que el usuario puede
realizar dentro de la aplicacion como son: Encuentra oligonucleétido de interferencia, encuentra

empalme y Tm, busca en el genoma (cromosomas), busca en el genoma (ARNm maduro) y
riesgo de silenciamiento fuera del objetivo. Cada uno de estos médulos se describen adelante.

4.4.3.2. Encuentra oligonucleétido de interferencia

Estd es la pantalla principal de la aplicacién (véase figura 4.9), cuya funcién es desplegar el
oligonucledtido de interferencia mas adecuado para el silenciamiento génico dadas las carac-
teristicas anteriormente expuestas en la solucién del problema.

[ JoN ] Encuentra oligonucledtido de interferencia
e Sane “ane ) \
N - f T R ¢ Zos (I
¥ . £ - 4 Al -, ®A2.
IO e sl e wye R
=T = s

2 EmpalmeyTm Busca genoma Busca genoma Riesgode g

il N palmsy Tm § (runoannas) (ARNm's) silenciamiento

N

Longitud del ologonuclestido [0 |

Gen actuador

ATGCGCTCCCTCCTGCTTCTCAGCGCCTTCTGCCTCCTGGAGGC

GGCCCTGGCCGCCGAGGTGAAGAAACCTGCAGCCGCAGCAGCT
CCTGGCACTGCGGAGAAGTTGAGCCCCAAGGCGGCCACGCTTG

CCGAGCGCAGCGCCGGCCTGGCCTTCAGCTTGTACCAGGCCATG
| GCCAAGGACCAGGCAGTGGAGAACATCCTGGTGTCACCCGTGGT
M~H GGTGGCCTCGTCGCTAGGGCTCGTGTCGCTGGGCGGCAAGGCG
ACCACGGCGTCGCAGGCCAAGGCAGTGCTGAGCGCCGAGCAGC

TROARCRACCEARRARATRCACACORRCCTRARACR ARCTROATRCR

ALT_REF_LOCI_7
ATGACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACCA
ACTTTGGGATCAGCTCCGTGGATCTCTCCGTAATGGAAGA
CCACTCCCACTCCTTTGATATCAAGCCCTTCACTACTGTTG
ACTTCTCCAGCATTTCTACTCCACATTACGAAGACATTCCA
TTCACAAGAACAGATCCAGTGGTTGCAGATTACAAGTATGA
CCTGAAACTTCAAGAGTACCAAAGTGCAATCAAAGTGGAG

COTRAATOTACACCTTATTATTOTRARA AR ACTOARCTOTA
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Resultado

£

VAN
PE e e |

Ver nucledtidos Ver nucledtidos

\

<< >>

/

/
/

!

\

Figura 4.9: Ventana de la aplicacién “Encuentra oligonucleétido de interferencia”

En la parte superior de la pantalla se encuentran botones que ayudan al usuario a acceder a
los otros médulos de la aplicacién como son: Encuentra empalme y Tm, Busca en el genoma
(cromosomas), Busca en el genoma (ARNm maduro) y Riesgo de silenciamiento fuera del
objetivo. Debajo de los botones, la pantalla esta compuesta por un recuadro cuya etiqueta
es longitud del oligonucledtido, en el cual el usuario debe de colocar el nimero de letras que
requiere para su oligonucleétido de interferencia.

Después se encuentran dos recuadros de mayor tamano en uno se colocaran los nucledtidos, re-
presentados como letras ‘A’(adenina), ‘C’(citosina), ‘G’(guanina, ‘T’(Timina) del gen objetivo,
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que es el gen que se desea silenciar, mientras que en el otro recuadro se colocaran los nucleétidos
del gen actuador, este gen sera acoplado al oligonucleétido sensor, el cual se podra desnatura-
lizar en el cuerpo humano en presencia del gen objetivo. En la aplicacion esos recuadros tienen
los siguientes valores por omision.

El gen objetivo es Hsp47:>CMO000673.2 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38 reference pri-
mary assembly / ATGCGCTCCCTCCTGCTTCTCAGCGCCTTCTGCCTCCTGGAGGCG
GCCCTGGCCGCCGAGGTGAAGAAACCTGCAGCCGCAGCAGCTCCTGGCACTGCG
GAGAAGTTGAGCCCCAAGGCGGCCACGCTTGCCGAGCGCAGCGCCGGCCTGGCC
TTCAGCTTGTACCAGGCCATGGCCAAGGACCAGGCAGTGGAGAACATCCTGGTGT
CACCCGTGGTGGTGGCCTCGTCGCTAGGGCTCGTGTCGCTGGGCGGCAAGGCGA
CCACGGCGTCGCAGGCCAAGGCAGTGCTGAGCGCCGAGCAGCTGCGCGACGAGG
AGGTGCACGCCGGCCTGGGCGAGCTGCTGCGCTCACTCAGCAACTCCACGGCGCG
CAACGTGACCTGGAAGCTGGGCAGCCGACTGTACGGACCCAGCTCAGTGAGCTTC
GCTGATGACTTCGTGCGCAGCAGCAAGCAGCACTACAACTGCGAGCACTCCAAGA
TCAACTTCCGCGACAAGCGCAGCGCGCTGCAGTCCATCAACGAGTGGGCCGCGCA
GACCACCGACGGCAAGCTGCCCGAGGTCACCAAGGACGTGGAGCGCACGGACGG
CGCCCTGCTAGTCAACGCCATGTTCTTCAAGCCACACTGGGATGAGAAATTCCAC
CACAAGATGGTGGACAACCGTGGCTTCATGGTGACTCGGTCCTATACCGTGGGTG
TCATGATGATGCACCGGACAGGCCTCTACAACTACTACGACGACGAGAAGGAAAA
GCTGCAAATCGTGGAGATGCCCCTGGCCCACAAGCTCTCCAGCCTCATCATCCTC
ATGCCCCATCACGTGGAGCCTCTCGAGCGCCTTGAAAAGCTGCTAACCAAAGAGC
AGCTGAAGATCTGGATGGGGAAGATGCAGAAGAAGGCTGTTGCCATCTCCTTGC
CCAAGGGTGTGGTGGAGGTGACCCATGACCTGCAGAAACACCTGGCTGGGCTGG
GCCTGACTGAGGCCATTGACAAGAACAAGGCCGACTTGTCACGCATGTCAGGCAA
GAAGGACCTGTACCTGGCCAGCGTGTTCCACGCCACCGCCTTTGAGTTGGACACA
GATGGCAACCCCTTTGACCAGGACATCTACGGGCGCGAGGAGCTGCGCAGCCCCA
AGCTGTTCTACGCCGACCACCCCTTCATCTTCCTAGTGCGGGACACCCAAAGCGG
CTCCCTGCTATTCATTGGGCGCCTGGTCCGGCCTAAGGGTGACAAGATGCGAGAC
GAGTTATAG

El gen actuador es PPAR v :>KI270937.1 Homo sapiens chromosome 3 genomic contig, GRCh38
reference assembly alternate locus group ALT_REF_LOCI.7 / ATGACCATGGTTGACACA
GAGATGCCATTCTGGCCCACCAACTTTGGGATCAGCTCCGTGGATCTCTCCGTAA
TGGAAGACCACTCCCACTCCTTTGATATCAAGCCCTTCACTACTGTTGACTTCTC
CAGCATTTCTACTCCACATTACGAAGACATTCCATTCACAAGAACAGATCCAGTG
GTTGCAGATTACAAGTATGACCTGAAACTTCAAGAGTACCAAAGTGCAATCAAAG
TGGAGCCTGCATCTCCACCTTATTATTCTGAGAAGACTCAGCTCTACAATAAGCC
TCATGAAGAGCCTTCCAACTCCCTCATGGCAATTGAATGTCGTGTCTGTGGAGAT
AAAGCTTCTGGATTTCACTATGGAGTTCATGCTTGTGAAGGATGCAAGGGTTTCT
TCCGGAGAACAATCAGATTGAAGCTTATCTATGACAGATGTGATCTTAACTGTCG
GATCCACAAAAAAAGTAGAAATAAATGTCAGTACTGTCGGTTTCAGAAATGCCTT
GCAGTGGGGATGTCTCATAATGCCATCAGGTTTGGGCGGATGCCACAGGCCGAG
AAGGAGAAGCTGTTGGCGGAGATCTCCAGTGATATCGACCAGCTGAATCCAGAG
TCCGCTGACCTCCGGGCCCTGGCAAAACATTTGTATGACTCATACATAAAGTCCT
TCCCGCTGACCAAAGCAAAGGCGAGGGCGATCTTGACAGGAAAGACAACAGACA
AATCACCATTCGTTATCTATGACATGAATTCCTTAATGATGGGAGAAGATAAAAT
CAAGTTCAAACACATCACCCCCCTGCAGGAGCAGAGCAAAGAGGTGGCCATCCGC
ATCTTTCAGGGCTGCCAGTTTCGCTCCGTGGAGGCTGTGCAGGAGATCACAGAGT
ATGCCAAAAGCATTCCTGGTTTTGTAAATCTTGACTTGAACGACCAAGTAACTCT
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CCTCAAATATGGAGTCCACGAGATCATTTACACAATGCTGGCCTCCTTGATGAAT
AAAGATGGGGTTCTCATATCCGAGGGCCAAGGCTTCATGACAAGGGAGTTTCTAA
AGAGCCTGCGAAAGCCTTTTGGTGACTTTATGGAGCCCAAGTTTGAGTTTGCTGT
GAAGTTCAATGCACTGGAATTAGATGACAGCGACTTGGCAATATTTATTGCTGTC
ATTATTCTCAGTGGAGACCGCCCAGGTTTGCTGAATGTGAAGCCCATTGAAGACA
TTCAAGACAACCTGCTACAAGCCCTGGAGCTCCAGCTGAAGCTGAACCACCCTGA
GTCCTCACAGCTGTTTGCCAAGCTGCTCCAGAAAATGACAGACCTCAGACAGATT
GTCACGGAACACGTGCAGCTACTGCAGGTGATCAAGAAGACGGAGACAGACATG
AGTCTTCACCCGCTCCTGCAGGAGATCTACAAGGACTTGTACTAG

Después de presionar el botén “calcular”, en la parte inferior se muestra el resultado de la
ejecucion de la implementacién del algoritmo, que se compone de un texto que contiene el
oligonucledtido de interferencia 6ptimo, seguido de la Tm maéaxima entre él y el gen que funge
como objetivo, y su Tm maxima entre él y el gen que funge como actuador. Seguido de esto,
en la parte izquierda se muestra el gen objetivo, representando sus oligonucledtidos de distintos
colores con el simbolo ‘', donde el color rojo es el nucleétido adenina, el color negro es el
nucleétido citocina, el color azul es el nucle6tido guanina y el color amarillo es el nucledtido
timina. El tramo que esta subrayado con verde fosforescente es la parte donde el oligonucledtido
de interferencia es complementario al gen, es decir, donde va a empalmar el oligonucleétido y el
gen. A la par en la parte derecha se muestra el gen que funge como actuador, representado de la
misma manera que el gen que funge como objetivo, y las partes donde el gen y el oligonucleétido
de interferencia se acoplan estan subrayadas con verde fosforescente (véase figura 4.10).

Encuentra cligonucledtido de interferencia
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El mejor oligonucledtido de interferencia es TCCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT en la primera secuencia tiene una Tm de 58.457143 y

en la segunda secuencia tiene una Tm de 38.250000
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Figura 4.10: Ventana de la aplicaciéon “Encuentra oligonucledtido de interferencia”
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En la parte inferior de cada representaciéon del gen tanto el que funge como objetivo, como el que
funge como actuador, se encuentra el botén “ver nucledtidos”, el cual después de ser presionado
muestra una nueva ventana que contiene los nucleétidos representados con letras ‘A’ para
adenina (rojo), ‘C’ para citosina (negro), ‘G’ para guanina(azul) y ‘T’ para timina(amarillo),
y la parte donde el oligonucleétido de interferencia es complementaria, la cual esta subrayada
con verde fosforescente, como se muestra en la figura 4.11.

[ ] [ ] Ver nucledtidos
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Figura 4.11: Ventana de la aplicaciéon “Ver nucledtidos”

En la parte inferior de la pantalla “Encuentra oligonucledtido de interferencia” se encuentran
dos botones que nos permiten conocer los otros candidatos a oligonucleétidos de interferencia
ordenados por Tm, el botén >> permite ir hacia adelante en la lista de los oligonucledtidos,
mientra que el botéon << permite ir hacia atrés.

4.4.3.3. Encuentra empalme y Tm

Este modulo nos permite consultar en que parte de un gen un oligonucleétido se empalma
y la Tm entre ambos. En la ventana de este médulo (véase figura 4.12) es necesario colocar
el oligonucledtido y el gen representados como una cadena en el alfabeto . Una vez que se
presiona el boton calcular, en la parte inferior se muestra un texto que indica la Tm entre
los dos oligonucleétidos y seguido se muestra el gen, cuyos nucledtidos estan representados
con el simbolo ‘" de distintos colores, donde el color rojo es el nucletido adenina, el color
negro es el nucledtido citocina, el color azul es el nucleétido guanina y el color amarillo es el
nucledtido timina. Dentro de la representacién del gen se encuentran uno o varios tramos que
esta subrayados con verde fosforescente que representan la parte donde el oligonucleétido de
interferencia es complementario con el gen.
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Figura 4.12: Ventana de la aplicaciéon “Encuentra empalme y Tm”

Busca en el genoma (cromosomas)

57

Este médulo permite buscar si un oligonucledtido es totalmente complementario con algin
segmento de un cromosoma del genoma humano, en caso de ser asi, se proporciona en que
posicién y en que cromosoma el oligonucledtido es complementario.

Para este moédulo, se tienen dos propuestas implementadas una donde se hace uso de pro-
gramacion concurrente, para reducir el tiempo de busqueda de la solucién, y otra donde la
programacion es secuencial. En este tltimo caso se hace uso de un archivo con extension .fna
que contiene todos los cromosomas del genoma humano; fue descargado de [Ensemble, 2000].
Cada cromosoma del archivo tiene un segmento de descripcion como el siguiente :>CM000663.2
Homo sapiens chromosome 1, GRCh38 reference primary assembly, donde:

CM000663.2, (GenBank) es una base de datos de secuencias que es libre.

Homo sapiens, se refiere a la especie; en este caso el ser humano.

chromosome, indica el nimero de cromosoma de la secuencia.

GRChS38 reference primary assembly, se refiere al consorcio del genoma humano construido

numero 38.
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Optimizaciéon con programacion concurrente

Analizando la estructura del archivo que contiene los ARNm maduros del genoma humano, se
puede observar que se encuentra compuesta por varios segmentos: una linea descriptiva como la
siguiente: ‘>CMO000663.2 Homo sapiens chromosome 1, GRCh38 reference primary assembly’,
seguida de un segmento de letras que representan los nucledtidos (A, C, G, T), cada una de
las lineas descriptivas se encuentran conformadas por el nombre del organismo en cuestion, el
nimero de cromosoma y el banco de donde fue recaudada la informacién.

El algoritmo de busqueda del oligonucleétido de interferencia en el genoma visto en el capitulo
dos sélo hace uso de los segmentos que contienen las letras que hacen referencia a los nucleétidos,
no toma en cuenta las lineas descriptivas, por lo que es posible fragmentar el archivo de los
ARNm maduros del genoma humano en diferentes archivos a partir de sus lineas descriptivas,
esto con el fin de ejecutar el algoritmo paralelamente para cada archivo, lo que reduce el coste
en tiempo para hallar una solucién.

Para poder llevar a cabo simultaneamente la ejecucion del algoritmo para todos los archivos, se
hizo uso de la programacion concurrente. La programacion concurrente permite ejecutar tareas
simultaneamente, estas tareas pueden ser un conjunto de procesos o hilos de ejecucién creados
por un tnico programa. Los hilos de ejecucién comparten los mismos recursos, tales como el
espacio de memoria, los archivos abiertos, la situaciéon de autenticacion, etc.

Para la aplicacién se hace uso de 24 archivos, 22 de los archivos corresponden a los oligonu-
cleétidos que conforman los 22 pares cromosoma en el ser humano y los dos ultimos archivos
corresponden uno al cromosoma X y el otro al cromosoma Y. Estos fueron descargados de
[NCBI, 2017] y contienen una descripcién de su respectivo cromosoma como la siguiente:

>gi|568815597|ref| NC_000001.11| Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p7 Primary Assembly,
donde:

w gi| 568815597, es el nimero GI (para Genlnfo Identifier), una serie simple de digitos que
se asignan consecutivamente a cada registro de secuencia procesado por NCBI.

= NC_000001.11, (GenBank) es una base de datos de secuencias que es libre.
= Homo sapiens se refiere a la especie; en este caso el ser humano.
= chromosome, indica el nimero de cromosoma de la secuencia.

s GRCh3S8 reference primary assembly, se refiere al consorcio del genoma humano construido
nimero 38.

Entre mayor sean los recursos de computo (memoria ram, nicleos de procesamiento, etc) con
los que cuente una computadora, el nimero de hilos que se pueden ejecutar al mismo tiempo
de manera eficiente serd mayor y con esto el tiempo de ejecucién de un programa disenado
para ejecutarse de manera concurrente disminuira. En caso de contar con recursos de computo
limitados, habra que hacer un anélisis para averiguar la cantidad de hilos mas adecuada para
ejecutar dicho programa.

El tiempo de ejecucion del programa esta dado por el tiempo de lectura de los datos més el
tiempo de procesamiento de estos. Al contar con un solo disco duro, el tiempo de lectura de datos
incrementa al intentar leerlos desde hilos diferentes, ya que la lectura se realiza serialmente,
por lo que al tener mas de un hilo estas tareas terminan por encolarse, volviendo este proceso
méas lento. Por el contrario el tiempo de procesamiento de los datos disminuye al distribuirse
en diferentes hilos. Por lo que encontrar el tiempo de ejecucién basado en el nimero de hilos
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no tiene un comportamiento lineal. En este caso se hicieron pruebas con distintos nimeros de
hilos, hasta que la cantidad de minutos fuera la misma entre un nimero de hilos y otro, se
obtuvieron los siguientes resultados: 5.9 minutos para 1 hilo, 3.31 minutos para 2 hilos, 3.09
minutos para 3 hilos, 3.0 minutos para 4 hilos, 2.80 minutos para 5 hilos, 2.62 minutos para 6
hilos y 2.62 para 7 hilos. Por lo tanto se concluye que se requieren aproximadamente maximo
6 hilos, para que la aplicaciéon reduzca el tiempo de ejecucién a 2.62 minutos , mientras que
cuando no se usaron hilos el tiempo en el que la aplicacion arrojo el resultado fue de 5.998427
minutos. Por lo que con programaciéon concurrente el tiempo en el que la aplicacién arroja un
resultado se reduce en méas de la mitad del tiempo que sin usar esta.

Sin embargo la aplicacion cuenta con las dos opciones de implementacion, ya que para el caso
donde no se hace uso programacion secuencial solo es necesario un archivo que contenga todos
los cromosomas, mientras que para el caso donde se hace uso de programacién concurrente se
necesita un archivo por cada cromosoma.

En la ventana de este médulo se requiere escribir el oligonucledtido que se desea buscar en el
genoma humano (véase la figura 4.13). Después de oprimir el botén de calcular, se realiza la
busqueda y en caso de que no se encuentre una coincidencia en el genoma humano se mostrara el
siguiente texto “El oligonucledtido no se encuentra en el genoma”, en caso contrario se mostrara
la descripcion del o de los cromosomas donde el oligonucledtido es complementario totalmente.
Pero se espera que como minimo aparezca el gen objetivo

Busca en los cromosomas del genoma

Oligonucledtido de interferencia TCTTGTGGTGGAAC '

- Buscar [
"

0
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M ,25872003 en el cromosoma
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Figura 4.13: Ventana de la aplicacién “Busqueda del genoma(cromosomas)”

Este modulo al igual que BLAST puede buscar si un oligonucledtido es totalmente comple-
mentario en el genoma humano, pero es importante mencionar que BLAST usa un algoritmo
heuristico por lo que no nos puede garantizar que se encuentren todas las soluciones.
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4.4.3.5. Busca en el genoma (ARNm)

Este moédulo permite buscar si un oligonucledtido es totalmente complementario con algin
ARNm maduro del genoma humano, es decir, busca si el oligonucleétido propuesto es capaz de
silenciar otro gen que no sea el objetivo, en caso de ser asi, se proporciona en que posicion y
en que ARNm el oligonucledtido es complementario.

Para este modulo se hace uso de un sélo archivo con extension .fasta que contiene todos los
ARNm maduros del genoma humano, el cual fue descargado de [NCBI-AceView, 2012]. Este
archivo contiene diferentes variantes de las ARNm que son distinguidas por las letras a, b, c,
d, e, e-unspliced, f. Por ejemplo la variante ‘a’ se reconstruye a partir de 8 clones de cDNA.

En el caso de la aplicacién solo se hard uso de la variante ‘a’, para lo cual se realizé un programa,
que crearfa un nuevo archivo con los ARNm de la variante ‘a’ y eliminaria todos los ARNm
con diferentes variantes.

En el archivo los ARNm contienen un segmento de descripcion como el siguiente :
>ARNm:A1CF.aAugl0|Gene|A1CF|Geneld29974. donde:

s A1CF, representa el gen

= aAugl0, representa la variante junto con la fecha

s Geneld2997), representa el id del gen.

En la ventana de este médulo se requiere escribir el oligonucledtido que se desea buscar en
los ARNm maduro del genoma humano (véase la figura 4.14). Cuando se oprime el botén de
calcular, se realiza la busqueda en los ARNm maduros del genoma humano, en caso de que
no se encuentre una coincidencia en el genoma humano se mostrara el siguiente texto “El
oligonucledtido no se encuentra en el genoma”, en caso contrario se mostrara la descripcién
del o de los ARNm donde el oligonucleétido es complementario totalmente. Pero se espera que
como minimo aparezca el gen objetivo.

4.4.3.6. Riesgo de silenciamiento fuera del objetivo

Este médulo permite buscar si un oligonucleétido cumple con la tolerancia de incompatibilidad
dentro de los ARNm del genoma humano. Si cumple con esta tolerancia es posible que el
oligonucledtido silencie algin gen que no sea el gen objetivo, en tal caso, se proporciona la
descripcion del ARNm y en que posicion del ARNm se encuentra.

Para este médulo se hace uso de un sélo archivo con extensién .fasta, el mismo archivo que se
describid en la seccién anterios que contiene los ARNm del genoma humano.

En la ventana de este modulo se requiere escribir el oligonucledtido que se desea buscar en los
ARNm del genoma humano (véase la figura 4.15). Después de oprimir el botén de “calcular”, se
realiza la busqueda en los ARNm del genoma, en caso de que no se encuentre una coincidencia se
mostrara el siguiente texto “El oligonucledtido no se encuentra en el genoma”, en caso contrario
se mostrara la descripcion del o de los ARNm donde el oligonucleétido cumple con la tolerancia
de incompatibilidad y su Tm. Pero se espera que como minimo aparezca el gen objetivo.
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Figura 4.14: Ventana de la aplicacién “Busqueda del genoma(ARNm)”

4.4.3.7. Método Tm

Como se habia comentado anteriormente existen distintas formulas para obtener la Tm entre
dos oligonucledtidos. Esta es indispensable para los algoritmos que se desarrollaron y es usada
en todos los médulos de la aplicacion para obtener resultados. Debido a que un usuario puede
preferir el uso de una u otra férmula de Tm se implemento en el ment una opciéon para que
el usuario pueda elegir el método de su preferencia. El objetivo de que esta opcién se colocara
en el ment, es que el usuario puede cambiar el método de Tm en el momento en que desee no
importando en que médulo se encuentre, por lo que se tiene un marcador que indica cual de
los dos métodos es el que se encuentra activado (véase figura 4.16).

En la aplicacion se contemplan dos métodos para obtener la Tm:

El método de Wallace: se suele usar para secuencias de menos de 14 nucleétidos y se define de
la siguiente manera:

Tm = (wA+2T) -2+ (yG + 20) - 4

donde w, x, y, z es el numero de las bases A, T, G, C en la secuencia, respectivamente.

El método de Marmur preferentemente se usa para secuencias de mas de 14 nucledtidos y se
define de la siguiente manera:

Tm =649 +41- (yG + 2C — 16,4) /(wA + 2T + yG + 2C)

donde w, x, y, z es el nimero de las bases A, T, G, C en la secuencia, respectivamente. La
aplicacion tiene este ultimo método habilitado por omisién.
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Figura 4.15: Ventana de la aplicaciéon “Riesgo de silenciamiento fuera del objetivo”

Actividades BIEGHGNIGN Cargar archivos Descargas Editar  Ayuda

Wallace formula
' Marmur formula

Figura 4.16: menu de la aplicacion “Método Tm”

4.4.3.8. Cargar archivos

Debido que las bases de datos de los genomas se actualizan y son distribuidas por diferentes
centros de informacién, en el menui se agregd una opcion que permite al usuario cargar la
base de datos de su preferencia, para hacer el analisis y obtener el mejor oligonucleétido de
interferencia.

Descargas Editar Ayuda

Archivo de cromosomas del genoma
Conjunto de archivos de cromosomas
Archivo de ARNm's del genoma

Figura 4.17: Menu de la aplicaciéon “Cargar archivos”

Este menu tiene tres opciones diferentes como se muestra en la figura 4.17, al elegir una de
esas opciones se abrird una ventana como la que se muestra en la figura 4.18, la cual le permite
al usuario elegir un archivo que se encuentre en su computadora y que contenga una base de
datos del genoma, en este caso en la ventana solo se habilitan archivos con el siguiente tipo de
extensiones .fasta, .fa .fna, que son las principales extensiones de las bases de datos biolégicas.

La primera opcién del menu “Archivo de cromosomas del genoma”, permite al usuario cargar
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Figura 4.18: Ventana para cargar un archivo de base de datos

un archivo que contenga todos los cromosomas del genoma, al elegir estd opcion, se tiene un
marcador el cual indica que todos los cromosomas se encuentran en un solo archivo y por lo
tanto se ejecuta el algoritmo secuencial; por el contrario si el usuario elige la opcién “Conjunto
de archivos de cromosomas” el algoritmo que se ejecuta es el que se encuentra implementado
con programacién concurrente. En este caso es necesario que el usuario tenga todos los archivos
de los cromosomas en la misma carpeta y con que solo elija el primer archivo con el primer
cromosoma del conjunto de archivos de cromosomas del genoma, la aplicacién podra leer los
demads. La ultima opcién de este menu es “Archivo de ARNm del genoma”, esta permite al
usuario cargar un archivo que contenga los ARNm del genoma humano.

4.4.3.9. Descargas

La aplicacién cuenta con un menu que permite al usuario descargar las bases de datos de
los cromosomas del genoma o de los ARNm. El menu cuenta con tres opciones: “Archivo de
cromosomas del genoma humano”, “Conjunto de archivos de cromosomas del genoma humano”,
“Archivo de ARNm del genoma humano” (véase figura 4.19)

Editar Ayuda

Archivo de cromosomas del genoma humano
Conjunto de archivos de cromosomas del genoma humano
Archivo de ARNm's del genoma humano

Figura 4.19: Menu de la aplicaciéon “Descargas”

Cada una de las opciones abre una nueva ventana la cual le permite al usuario escribir o buscar
la direccién en su computadora donde desea que se guarde la base de datos, para esta tltima
opcién se encuentra un botén del lado izquierdo llamado ” Guardar en ”. En la parte inferior del
boton el usuario tiene la opcion de ponerle el nombre que desee al archivo que va a descargar,
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seguido de esto se encuentra una URL, que es la pagina ftp que se recomienda para descargar
el archivo y la cual fue obtenida de la pagina HTML que se encuentra por debajo de la ventana
"(como se muestra en la figura 4.20), la cual fue cargada en la aplicacién en los casos de las
ventanas de “Conjunto de archivos de cromosomas del genoma humanoz “Archivo de ARNm
del genoma humano”.
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Figura 4.20: Pantalla de descargas del Archivo de los ARNm del genoma humano

4.4.4. Pruebas y resultados

El objetivo de la aplicacién es encontrar un oligonucleétido de interferencia que sea capaz de
inhibir la fibrosis hepatica. Para comenzar se debe especificar la longitud del oligonucledtido.

Por la definicién del problema, la Tm méxima entre el oligonucleétido y el gen de PP AR~y debe
ser menor o igual a 37°C y el oligonucleétido propuesto no debe ser subcadena de los ARNm
del genoma humano. Se sabe que entre mas pequena sea una cadena de letras, es més probable
que se encuentre como subcadena de otra cadena, por ejemplo, es més probable que en una
cadena de tamano 100, aparezca més veces una cadena de tamano 3 que una de tamano 50.

Si los ARNm del genoma humano tiene como alfabeto ¥ = ‘A’, ‘/C’,‘G’, ‘“T" y el nimero de letras
de los ARNm del genoma humano es 60,324,144. Suponiendo que los ARNm del genoma humano
tienen una distribucién uniforme de letras, entonces se tienen 4" posibilidades de palabras de
tamano n y la probabilidad de que estas aparezcan como subcadena de los ARNm del genoma
humano es de P(n) = (60,324, 144 — n)/4™, entonces se tienen las siguientes probabilidades

P(21) = 0,0000137161
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P(23) = 8,57210°"

P(25) = 5,35710~®

P(26) = 1,33910®

P(27) = 3,34810~"

P(28) =8,37107

Observando las probabilidades, entre mayor sea el valor de n, menor es la probabilidad de que
la cadena de tamano n aparezca como subcadena en el genoma y sabiendo que el empalme entre
el oligonucledtido propuesto y el gen PP AR~y debe de cumplir con la Tm méaxima menor o igual
a 37°C, entonces el tamano de la cadena no debe de ser tan grande, por lo que se realizaron
pruebas con cadenas de longitudes 26, 27, 28.

Si se requieren oligonucleétidos de tamano 28 la aplicacién arroja que el tnico oligonucledti-
do posible tiene una Tm minima de 38.25°C, la cual sobrepasa la Tm establecida en la de-
finiciéon del problema, por lo tanto, no tiene caso seguir verificando la Tm de las cadenas
de mayor longitud, ya que cadenas de mayor longitud tendran una mayor Tm. Si se requie-
ren oligonucledtidos de longitud 27, la aplicacion arroja como resultado el oligonucleétido 3'-
CCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT-5' cuya Tm es 36.4733°C (véase figura 4.21).

Este resultado no sobrepasa los 37°C establecidos en la definicién del problema y sélo empalma
en una posicién con el gen PPAR~, asi que el siguiente paso es verificar si es capaz de silenciar
otro gen, primero se verifica si esta cadena es totalmente complementaria con algin ARNm del
genoma humano, para esto se puede hacer uso del médulo “Busqueda en el genoma(ARNm)”,
el resultado que se obtiene es que este oligonucledtido se encuentra en el ARNm: “MRNA:SER-
PINH1.aAugl0|Gene|SERPINH1|Geneld871”, este Geneld en los bancos de datos pertenece a
Hsp47, que es el gen objetivo.

El siguiente paso es averiguar si existe riesgo de silenciamiento fuera del objetivo tomando
la tolerancia de incompatibilidad, para esto se hace uso del médulo “Riesgo de silenciamiento
fuera del objetivo”, en este caso el resultado que obtenemos es el mismo que el anterior, el tinico
riesgo de silenciamiento es con “MRNA:SERPINH1.aAugl0|Gene|SERPINH1|Geneld871” que

es el gen que representa a Hsp47.

Verificamos si existen otros posibles oligonucledtidos que cumplan con la condicién de Tm
que no sobrepase los 37°C, para esto en la pantalla principal como ya se habia mencionado
anteriormente se encuentran dos botones en la parte inferior, que nos permiten ver los demas
posibles oligonucleétidos de interferencia, sin embargo para el caso de oligonucledtidos de 27
letras no existen mas candidatos.

Si se requieren oligonucleétidos de tamano 26, la aplicacién arroja como resultado principal la
cadena 3'- CACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT -5' que tiene una Tm de 35.253846°C y
s6lo empalma en una posicién con el gen PPARy (véase figura 4.22).
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Figura 4.21: Resultado para cadena de longitud 27

Se realizan los mismos pasos que con el oligonucleétido obtenido de 27 letras, se verifica si es
capaz de silenciar otro gen con el médulo ‘Biisqueda en el genoma(ARNm)” y como el resultado
se obtiene que se encuentra en el ARNm: “MRNA:SERPINH1.aAugl0|Gene|SERPINH1|Gene-
Id871”, que pertenece a Hsp47, por lo que se busca si existe otro riesgo de silenciamiento génico
y la respuesta es la misma que la anterior, no hay riesgo de silenciamiento fuera del gen objetivo.

Se verifica en la aplicacion si existen otros posibles oligonucledtidos de interferencia, en este
caso aparecen otras opciones entre las cuales estan :

1. TTGATCTTGGAGTGCTCGCAGTTGTA, tiene la misma Tm 35.253846°C pero puede
empalmar en 3 posiciones del gen PPAR~y.

CTTGTCGCGGAAGTTGATCTTGGAGT tiene una Tm de 36.2°C, y empalma en una
posicién mas cercana al inicio del gen PPAR~y que el oligonucleétido del resultado principal
(véase figura 4.23). Dadas estas caracteristicas este puede ser un buen candidato, asi que
se hacen las pruebas para ver si hay riesgo de silenciamiento génico en algin lugar del
genoma humano y el resultado es que sélo hay silenciamiento en Hsp47.

ACGGTATAGGACCGAGTCACCATGAA tiene una Tm de 36.2°C pero empalma en
dos posiciones de PPAR~.

AATTTCTCATCCCAGTGTGGCTTGAA, CCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCA,
TCCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTC y TTGTCCACCATCTTGTGGTGGAATTT

tienen una Tm de 36.47333°C , empalman en una sola posicién de PPAR~y pero sus po-
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Figura 4.22: Resultado para cadena de longitud 26

siciones son més lejana que el oligonucleétido del niimero 2, CTTGTCGCGGAAGTTG-
ATCTTGGAGT, por lo tanto este 1ltimo es una mejor opcion.

5. TCTTTGGTTAGCAGCTTTTCAAGGCG tiene una Tm de 36.47333 © C y empalma en
dos posiciones de PPAR~y.

Dados estos resultados, tres de los mejores candidatos son los siguientes CCACCATCTTGT-
GGTGGAATTTCTCAT, CACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT y CTTGTCGCGGAA-
GTTGATCTTGGAGT. Entre los dos ultimos, CTTGTCGCGGAAGTTGATCTTGGAGT a
pesar de que tiene su Tm mas alta, la posicion en la que empalma con PPAR~y es méas cer-

cana al inicio. Por lo que se propone hacer pruebas de laboratorio con los oligonucleétidos
CCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT y CTTGTCGCGGAAGTTGATCTTGGAGT.

En el capitulo 3 se menciono que los motifs 5'-GUGU-3' podian activar la respuesta inmune
innata por la presencia de un iARN y eliminarlo, por lo que haciendo una analogia con los
oligonucledtidos propuestos, se puede pensar que quiza el mismo motif 5'-GUGU-3', pero in-
tercambiando uracilo (U) por timina (T) ya que no es una cadena de ARN, puede activar la
respuesta inmune innata. Analizando si el motif 5'-GTGT-3', o bien 3'-TGTG-5' se encon-
traba en los oligonucledtidos de interferencia propuestos: en el primer caso el oligonucledtido
3'- CCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT -5', tiene este motif, mientras que 3'- CT-
TGTCGCGGAAGTTGATCTTGGAGT -5' no cuenta con este motif, asi que si 3'- CCAC-
CATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT -5' en la experimentacion no llega a silenciar Hspd7 y
3'- CTTGTCGCGGAAGTTGATCTTGGAGT -5' si, es muy probable que el motif 5'-GTGT-
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Figura 4.23: Mejor candidato como oligonucleétido de interferencia

3' quiza sea capaz de activar la respuesta inmune innata del cuerpo humano eliminando los

oligonucledtidos que cuentan con éste.

4.5. Enfoque geométrico

Al intentar resolver el problema, surgié una idea que podria ayudar a reducir el tiempo de
procesamiento para hallar la solucién. En esta seccién se expone y describen los problemas de
aplicar esta idea y los resultados obtenidos.

4.5.1. Descripcién

La idea es colocar en un espacio geométrico las subcadenas de las bases nitrogenadas A, C, G, T
de la cadena O y las subcadenas de la cadena A (figura 4.24)

El objetivo es saber cuales de las subcadenas de A y O son mas “parecidas”, cuando se habla
de que tan “parecidas” son las subcadenas, en realidad se desea saber entre que subcadenas
existe la Tm mayor. Para obtener la Tm de la manera mas sencilla, se hace uso de ciertas
coordenadas cuyos valores fueron escogidos convenientemente para que al aplicar el producto
punto entre dos puntos (que representan subcadenas) en el espacio geométrico el resultado sea
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Figura 4.24: Ubicacién de subcadenas

un valor equivalente al resultado de aplicar la funcién Tm entre dos subcadenas.

Si la funcién Tm estd dada de la siguiente manera:

Tm = (wA+zT) -2+ (yG + zC) - 4

Se tiene que por cada letra A 6 T se agrega el valor de 2 al resultado de la Tm, mientras que
por cada letra G 6 C se agrega el valor de 4. Por lo tanto para que el producto punto de dos
coordenadas que representan la letra A den como resultado el valor de 2, cada letra A debe
de tener el valor de v/2. Pero existe un problema por que para el producto punto entre dos
coordenadas que representan la letra T también el resultado debe de ser el valor de 2, entonces
si se sugiere el valor de /2 para la coordenada que representa la T, el producto punto entre
las coordenadas de A y T serd 2. Para solucionar el problema se agrega una dimensién a las
coordenadas, es decir A = (v/2,0) y T = (0,/2), asegurandonos que el producto punto entre
las coordenadas A y T sea 0, esto significa que no hay Tm entre esas dos letras. Para dos letras
que se comparen entre si y no sean las mismas, se debe de tener una Tm igual a cero, y debido a
que el alfabeto en el que se esta trabajando es de 4 letras, el espacio geométrico que represente
cada letra estard en R*.

Asf las coordenadas que representan cada letra se encuentran en R* y son las siguientes:
A= (+/2,0,0,0)

T = (0,v2,0,0)
C =(0,0,2,0)
G =(0,0,0,2)

Si se desea formar una cadena de letras entonces los puntos se encontraran en un espacio
R*x#letras 1 a5 coordenadas de cada punto, el cual representa una cadena, estdn compuestas
por la concatenacién de las coordenadas de cada letra que conforma la cadena. Por ejemplo
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para representar la cadena AGTT en el espacio geométrico, se concatenan las coordenadas de
las letras A, G, T, T, como se muestra a continuacién:

AGTT = (v/2,0,0,0,0,0,0,2,0,v2,0,0,0,v2,0,0)

La cadena GGTT se representa como el siguiente punto en el espacio geométrico :

GGTT = (0,0,0,2,0,0,0,2,0,v2,0,0,0,v2,0,0)

Dadas las caracteristicas mencionadas anteriormente se puede obtener el valor de la funcion de
Tm para dos cadenas cualesquiera de misma longitud, haciendo uso del producto punto. Por
ejemplo, tomando las coordenadas descritas anteriormente que representan las cadenas AGTT
y GGTT, se tiene, que su producto punto es:

AGTT -GGTT =0+04+0+04+0+04+0+44+0+240+04+0+24+0+0=8

Que es el mismo resultado de evaluar la funcién Tm con estas dos cadenas:
Tm(AGTT,GGTT) =0+ 4+2+2 =8

A continuacién se muestran otros dos ejemplos:

AGTT - AGTT =10 (Producto punto de las coordenadas que representan AGTT y AGTT)
Tm(AGTT,AGTT) =10 (Evaluacién de la funcién Tm de AGTT y AGTT)

AGTT - TACC =0 (Producto punto de las coordenadas que representan AGTT y TACC)
Tm(AGTT, TACC) =0 (Evaluacién de la funcién Tm de AGTT y TACC)

Siguiendo la definicién del problema, la idea principal es encontrar la T'm,,... Se obtiene el
producto punto de cada punto que represente cada subcadena de O con todos los puntos que
representan las subcadenas de A (figura 4.25).

Y

@® Subcadenas de A
@® Subcadenas de O

Figura 4.25: Distancias de una subcadena O a cada subcadena de A
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Se toman los pares de puntos(subcadena O, subcadena A) mas cercanos, es decir, el valor mas
alto al evaluar el producto punto entre dos puntos. Dadas las caracteristicas del problema se
sabe que el valor maximo de Tm tiene un limite, a partir del cual la subcadena de O ya no
es una cadena que pueda ser viable para funcionar como oligonucleétido de interferencia, por
lo que cuando el producto punto entre estos dos puntos sobrepase el limite ya no es necesario
seguir realizando el producto punto con los puntos restantes que representan las subcadenas de
A (figura 4.26).

@ Subcadenas de A
® Subcadenasde QO

Figura 4.26: En color rojo se muestran las subcadenas que se eliminaran debido a su distancia
casi nula entre ambas. En azul se muestran las subcadenas con mayor distancia entre ellas.

Una vez obtenidos los pares de puntos que tienen 7'm,,,., se toma el que cuyo producto punto
tenga el valor minimo y se verifica cuantas veces se repitio ese valor al hacer el producto punto
entre el punto que representa esa subcadena de O y los puntos de las subcadenas de A. El mejor
oligonucledtido de interferencia sera el que tenga el menor niimero de repeticiones de T ,q;-

4.5.2. Complejidad

Para la implementacién se realiza un preprocesamiento para las cadenas A y O, cambiando
cada letra por las coordenadas que les correspondan, para los casos de las letras A y T, las
coordenadas propuestas son: A = /2000, T' = 01/200, pero debido a que en la implementacién
en la computadora trabajar con irracionales es complicado, entonces se proponen las coordena-
das A = 1000, T' = 0100. Para G y C se tienen las coordenadas: C' = 0002, G = 0020, si estas
se cambian por C' = 0001, G = 0010 se puede tener una representacién binaria y una vez que
se haga el producto punto de cada letra, si el resultado es < 2 (corresponde a las letras Ay T
que coinciden entre dos cadenas) entonces este se cambia por el valor de 2, y si el resultado es
> 2(corresponde a las letras G y C que coinciden entre dos cadenas) este se cambia por 4, con
el fin de que sea consistente la definicién del problema.

Se describe el algoritmo [10] para el preprocesamiento de la cadena O, el cual es analogo para el
preprocesamiento de la cadena A.
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Algoritmo 10 Algoritmo para cambiar a coordenadas las subcadenas de la cadena O

1: procedure ALGORITMO(O) > O=gen objetivo
2 for i=1:i< lp:i++ do > 1 es lai-ésima letra de O
3 switch O; do

4 case A

5: binarioo = binarioo1000 > Concatena el valor binario de A
6 end case

7 case ('

8 binarioo = binarioo0001 > Concatena el valor binario de C
9: end case

10: case (¢

11: binarioo = binarioo0010 > Concatena el valor binario de G
12: end case

13: case T’

14: binariop = binariop0100 > Concatena el valor binario de T
15: end case

16: end switch

17: if i+ > /¢ then

18: binariosOli — (] = binariop

19: binariop << 4 > Corrimiento en 4 de la cadena binaria
20: end if
21: end for

22: end procedure

Entonces se lee una letra y se verificasies A, C, G 6 T, en este caso son 3 operaciones por cada
letra, més otra de la condiciéon i > £, que a su vez tiene el corrimiento y otra para agragarla a
un arreglo, esto toma para la cadena O, 6{o operaciones y para la cadena A, 64 operaciones.

El siguiente paso es obtener el producto punto de dos subcadenas (una de A y otra de O), con
el fin de conocer su Tm. Si la resta entre esta temperatura y la Tm de la subcadena O consigo
misma resulta ser menor a 20°C, ya no tiene caso que seguir realizando el producto punto con
las demas subcadenas de A porque esa subcadena de O ya no es un buen candidato para ser
oligonucledtido de interferencia, ya que se requieren minimo 20°C para que el oligonucleétido
de interferencia pueda separarse del oligonucledtido de A y unirse al gen H sp4T.

Se muestra la descripcion del algoritmo (11| para la busqueda del oligonucledtido de interferencia
optimo , su correspondiente tiempo de ejecucién y complejidad.

Algoritmo 11 Algoritmo para busqueda del oligonucledtido de interferencia éptimo

1: procedure ALGORITMO(O, A) > O=gen objetivo, A=gen actuador

2 Tmo; =0

3 TmOAj =0

4: for i=1:i< lp — L&T'mo; — Tmoa; > 20:i4++ do > i es la i-ésima subcadena de O

) Tmo; =0

6 for j=1:j< £:j++ do > Producto punto de la i-ésima subcadena de O consigo
misma

7 multiplica = binarioO;[i)&biarioO;[i] > multiplicalos 4 digitos binarios de una

letra de la subcadena de O
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8: if multiplica < 2 then

9: Tmo; = Tmo; + 2

10: else if multiplica > 2 then

11: Tmo; =Tmo; + 4

12: end if

13: end for

14: for j=1:j< /{4 — 0:j++ do > i es la i-ésima subcadena de A

15: TmOAj =0

16: for k=1:k< /:k++ do > Producto punto de la i-ésima subcadena de O consigo
misma

17: multiplica = binarioAy[j]&biarioAg[j] > multiplicalos 4 digitos binarios de
una letra de la subcadena de O

18: if multiplica < 2 then

19: TmOAj =Tmoa; + 2

20: else if multiplica > 2 then

21: Tmoaj = Tmoaj +4

22: end if

23: end for

24: if TmOAj > TMypee then

25: TMopee = TmOAj

26: end if

27: end for

28: if Tm e < Ty, then

29: TMoin = Tz

30: end if

31: end for

32: end procedure

Analizando lel tiempo de ejecucion del algoritmo, se tiene que para calcular la Tm con el
producto punto de las cadenas se realizan 4¢ operaciones. Asi mismo se tiene un ciclo de
6¢(¢4 — ) operaciones anidado dentro de otro ciclo, entonces se tienen [6(£4 —¢)] + [6(€o — £)] +
[4€(€0 — f)(ﬁg(fA — é) + 2)} =604 — 60+ 6lp — 60+ (4@60 — 4@2)(66&4 — 602 + 2)

604 + 60p — 120 + (400 — 407) (6004 — 60 + 2)

. Para calcular la cota de complejidad tenemos que elly >> £y ellop >> ¢, entonces la expresion
[6(04 —0)] +[6(€o —0)] + [40(lo — £)(6L(€4 — £) + 2)] se reduce a 604 + 6€p + (4000) (6004 + 2).
Diremos que ¢ = n, ademas ¢ < 4 y ¢ < o, entonces ell, = kin, para alguna constante k; y
elly = kon, para alguna constante ko, por lo tanto la expresion escrita anteriormente se puede
ver como una funcién de n como la siguiente f(n) = 6kin + 6kon + (4dnken)(6nkin + 2) =
6]{7171 + 6k2n + (4k2n2)(6k1n2 + 2)
f(n) = 6]{3171 + 6]?271 + 24]{32]{71724 + 8k2n2
, COMO 24k2k1n4 > 6]{3171, 24]€2[€1TL4 > 6kan y 24k2k1n4 > 8]52712 6k1n+6k2n+24/€2k1n4+8k2n2 <
3(24kokin), entonces f(n) < 3(24kokin?) y como 3(24kyk;) es una constante entonces la cota
superior es
O(n*)
Como se puede observar la cota de complejidad es muy grande, pero se espera que se discriminen

muchas operaciones y con esto se reduzca el tiempo de ejecucién. En la secciéon de pruebas y
resultados se analizard si este algoritmo logro discriminar una buena cantidad de datos.
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4.5.3. Lenguaje de programacion

Debido a que en algoritmo propuesto se hace uso del producto punto se hizo uso de Octave. Que
es un lenguaje de programacion de alto nivel, destinado principalmente para calculos numéricos,
provee de una linea de comando para resolver problemas lineales y no lineales numéricamente
y para hacer otros experimentos numéricos, ademas tiene una gran cantidad de herramientas
para resolver problemas comunes del algebra lineal.

4.5.4. Pruebas y resultados

Para saber cuan mejor era el algoritmo propuesto, se comparo el nimero de operaciones que
se realizaron hasta encontrar la solucién del problema usando la implementacién del algoritmo
propuesto, contra con el nimero de operaciones que se realizaban con la implementacién del
algoritmo de fuerza bruta. En el algoritmo de fuerza bruta, se verifica la funcién de Tm evaluada
para cada subcadena de O con todas las subcadenas de A, sin hacer ninguna discriminacién
de datos. Una vez implementados ambos algoritmos se obtuvo que el nimero de operaciones
que se realizan en el algoritmo de fuerza bruta son 1,733,248 y en el algoritmo propuesto se
realizan 1,733,248 |, que es el mismo numero de operaciones, lo que nos indica que no hay
discriminacién de puntos con la condicién propuesta de discriminacion, por lo que se analizaron
otras propuestas de algoritmos.

4.5.5. Otros algoritmos

Se analizé nuevamente el problema y otra de las ideas que se propuso fue colocar en orden
ascendente las subcadenas de la cadena O dependiendo del resultado del producto punto entre la
primer subcadena de O y las demas subcadenas de O. Asi mismo se ordenan ascendentemente las
subcadenas de la cadena A dependiendo del valor del producto punto entre la primer subcadena
de O y las subcadenas A. Por lo tanto la primera subcadena de de este conjunto contiene la
Tm mas grande entre la primera subcadena de O y todas las subcadenas de A. Existen dos
limites: limite maximo=0; + A; y limite minimo=| O; — A; |. Debido a que estan ordenados
descendentemente por su distancia se tomara el limite maximo fijo como O; 4+ A;. Seguido se
compara Oy, cuyo limite minimo=| Oy — A; |, si este valor es menor al limite maximo fijo se
pueden seguir comparando los valores de Tm evaluados con las otras subcadenas A;, ... hasta
que ese valor minimo sobrepase el limite maximo fijo, en ese momento ya no tiene caso seguir
comparando con los demads valores de subcadenas A; ya que su distancia serd mas grande y por
lo tanto su Tm mas pequeno.

En el ejemplo de la figura 4.27, se tienen a dos subcadenas de Hsp47 representadas con puntos, a
tres subcadenas de PP ARy representadas con "X’. La primera subcadena de Hsp47 se encuentra
en el centro y a una distancia de las subcadenas de PPAR~y (ordenadas ascendentemente) de:
2,5,7. La segunda subcadena de Hsp47 se encuentra a una distancia 1 de la primer subcadena
de Hsp47, sin saber la distancia a la que se encuentra la primer subcadena de PPAR~y de esta
segunda subcadena de Hsp47, se puede obtener que a lo mas puede estar a 3 de distancia (1
de la distancia de la primer subcadena de Hsp47 a la segunda subcadena de Hsp47 mas 2 de
la distancia de la primer subcadena de Hsp47 a la primer subcadena de PPAR~) y a lo menos
a 1 de distancia (2 de la distancia de la primer subcadena de Hsp47 a la segunda subcadena
de PPAR~ menos 1 de la distancia de la primer subcadena de Hsp47 a la primer subcadena
de Hsp47), para la segunda subcadena de PPAR~, a lo més puede estar a 6 de distancia y
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Figura 4.27: Ejemplo.
Representacion de las distancias entre subcadenas, dos subcadenas de Hsp47 representadas
con puntos y tres subcadenas de PP AR~ representadas con 'X’.

a lo menos a 4, 4 es mayor que la distancia al punto que representa la primer subcadena de
PPAR~ que es 3, por lo tanto, el punto que representa a la segunda subcadena de PPAR~y como
los siguientes puntos tendran una distancia mayor a 3, por lo que no tiene caso analizar estos
puntos.

4.5.5.1. Pruebas y resultados

Analizando este algoritmo, la cota de complejidad incrementa en £plog O + £ 4log A debido
al ordenamiento de los puntos que representan las subcadenas de O y de A. Suponiendo que
habra una gran discriminacién de puntos se implemento el algoritmo y como resultado se obtuvo
que el nimero de operaciones que se realizaban eran 1,731,840, comparado con el nimero de
operaciones que se realizaban con el algoritmo de fuerza bruta que eran 1,733,248, se podia
concluir que se realizaban 1400 operaciones menos, muy pocas operaciones comparado con el
aumento en la cota de la complejidad.

Hasta ahora no se han tenido mejores resultados en cuanto a las cotas de complejidad del
enfoque geométrico, la razén es que la diferencia entre los puntos no es mucha, debido a que
se propuso la representacion de las cadenas con una gran cantidad de dimensiones, para que
al realizar el producto punto diera como resultado el valor de la Tm. Esto conlleva a que las
distancias que se deseen medir entre un punto con otros puntos van a ser muy similares, por lo
que va a ser mas dificil discriminar puntos.
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Conclusiones

= Kl algoritmo desarrollado para la busqueda de una subcadena en una cadena mas grande,
tiene una cota de complejidad O(n) donde n representa la longitud de la cadena G. Este
algoritmo no es aproximado por lo que la soluciéon de encontrar una subcadena en una
cadena es exacta. Mejora las cotas de complejidad y el tiempo de proccesamiento de
algoritmos usados con fines bioinformaticos como la del algoritmo de Boyer-Moore que en
el peor de los casos toma una complejidad de O(nm), donde m es la longitud de la cadena
a ser buscada; a pesar de que iguala la cota de complejidad del algoritmo de Knuth-
Morris-Pratt, el algoritmo desarrollado es mas sencillo de entender y de implementar que
el de Knuth-Morris-Pratt. El algoritmo propuesto puede ser usado en la resolucion de
otros problemas con diferentes fines no bioinformaticos realizando ligeras modificaciones.

s El algoritmo desarrollado para la generacion de oligonucledtidos de interferencia compe-
titiva éptimos tiene una cota de complejidad de O(n?) que mejora la cota de complejidad
del algoritmo de fuerza bruta, la cual es O(n?). Se logro disminuir la complejidad haciendo
modificaciones al algoritmo de Smith-Waterman descrito en la literatura.

= Se desarroll6 una nueva herramienta para minimizar el riesgo de silenciamiento génico
fuera del objetivo en el genoma humano, la cual disminuye el tiempo del calculo de la
temperatura de fusion del oligonucledtido de interferencia con todas las subcadenas del
genoma humano; esto gracias a un analisis con la formula de la Tm con el que se pudo
desarrollar un algoritmo mas eficiente, el cual implementa la busqueda de una cadena
que con cierto numero de letras distintas podria ser subcadena de una segunda cadena.
Gracias a esto, este algoritmo disminuye el tiempo en el que encuentra la respuesta a
comparacion de un algoritmo de fuerza bruta.

= Se implemento un nuevo enfoque para solucionar el problema con el fin de que la bisqueda
del oligonucleétido fuera mas rapida, para el cual se analizaron e implementaron distintos
algoritmos. Pero debido a que en este enfoque que era geométrico se plantearon una gran
cantidad de dimensiones, y debido a la cercania de los puntos se pudo observar que las
distancias que se deseaban medir entre un punto con otros puntos iban a resultar ser muy
similares, por lo que la discriminacién de puntos era casi nula. Por lo que se concluye que
este enfoque hasta ahora no ayuda a disminuir la complejidad del algoritmo propuesto en
esta tesis cuya cota de complejidad es de O(nm)

= Se desarrollé una aplicacién, que agrupa los algoritmos expuestos anteriormente, con el fin
de que se utilice para la busqueda de oligonucledtidos de interferencia, donde el parametro
de temperatura de disociaciéon (Tm) puede ser elegido por el usuario. Con la aplicacién
se pueden realizar busquedas de olignucledtidos en la base de datos de preferencia del
usuario, ya que la aplicacion tiene la capacidad de descargar y usar la base de datos que
le sea méas 1til en ese momento.
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= Se proponen para experimentacion los siguientes oligonucleétidos de interferencia pa-
ra inhibir la fibrosis hepatica 3'- CCACCATCTTGTGGTGGAATTTCTCAT -5' y 3'-
CTTGTCGCGGAAGTTGATCTTGGAGT -5'"; en dado caso que el primero de ellos no
sea funcional, se propone que el motif 3'- TGTG -5' activa la respuesta innata del cuerpo
humano y por lo tanto termina desechandolo.
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