ANALISIS DE SECUENCIAS EN LA ERA GENOMICA
UNA MIRADA HACIA EL PASADO

Enrique Merino*

recuentemente se relaciona el genoma con

“el libro de la vida”. Esta analogia se debe a

que ambos pueden ser leidos secuencialmente,
en una direccién determinada, de principio a fin, una
letra tras otra, y porque en el genoma se encuentra la
informacion necesaria para hacer de cada organismo
lo que es, lo que lo constituye en ser vivo. El alfabeto con
que esta escrito este libro es extremadamente sencillo.
Consta de tan sélo cuatro caracteres a los que se les
han asignado las letras A, C, G, T, por el nombre de
las bases nitrogenadas a las que hacen referencia:
adenina, citosina, guanina y timina. Hasta la fecha he-
mos leido en su totalidad mas de un centenar de geno-
mas de organismos diferentes, desde los més sencillos,
como las bacterias, hasta los mas complejos, incluyendo
el humano.

* Investigador del Instituto de Biotecnologia de la unam

¢ Qué tan bien entendemos lo que hemos leido en
los genomas? ¢Qué tan complejo ha resultado el con-
tenido del libro y cuéles son los elementos conceptua-
les que hemos desarrollado para su analisis? Sin duda
alguna, una piedra angular en este proceso cognoscitivo
fue el trabajo de Gregor Mendel, que en 1865 elaboré
las primeras bases matematicas para la descripcion
de los procesos de la herencia y la prediccion de las
caracteristicas observables de un organismo (fenotipo),
a partir de lo que llamé elementos de informacion he-
reditarios (genotipo). Unas décadas mas tarde, Walter
Sutton demostré que los elementos de informacion
hereditarios descritos por Mendel se encontraban en
el interior de todas las células y que presentaban es-
tructuras alargadas, a las que llamé “cromosomas”.
De manera andloga a los distintos capitulos que con-
tiene un libro, el genoma de un organismo tiene desde
uno hasta varios cromosomas. Pocos afos después,
Wilhelm Johannsen acufiaria el nombre de “genes” para
la unidad de informacion hereditaria contenida en los
cromosomas. No fue hasta 1928 cuando Fred Griffith
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realiz6 la primera transformacion in vitro de
un organismo, al convertir cepas no patégenas
de Diplococcus pneumoniae en patégenas, uti-
lizando un elemento transformador provenien-
te de la cepa infecciosa.

Después de una década y media, Oswald
Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty iden-
tificaron que este elemento transformador era
el acido desoxirribonucleico, también llama-
do apn. Inesperadamente para Avery y sus co-
laboradores, la molécula donde residia la
informacion genética, el abn, era mucho mas
simple de lo imaginado. Solamente cuatro ele-
mentos lo constituian: un azucar sencillo del
tipo de la desoxirribosa, radicales fosféricos
y las cuatro bases nitrogenadas antes men-
cionadas: A, C, G, T. Estudiando el Ao~ de dis-
tintos organismos, Erwin Chargaff demostro
en 1950 que existia una relacion equimolar en
estas bases: por cada molécula de adeni-
na existia una de timina y por cada molécula
de citosina existia otra de guanina. A prin-
cipios de la década de los cincuenta, un gru-
po de investigadores, bajo la direccion de
Maurice Wilkings y Rosalind Franklin, se dio
a la tarea de analizar el patrén de difraccion
que sufren los rayos X al pasar a través de
un cristal de aon, lo que les permitié sugerir
que el apbn era una molécula helicoidal que
se repetia cada 34 angstroms (A) y tenia
un ancho constante. Con esta informacion, en
1953 James Watson y Francis Crick finalmente
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Representacion grafica del genoma de la bacteria Escherichia coli. Cada linea de los
circulos externos (lineas naranjas y amarillas) sefala la ubicacion de los mas de
cuatro mil genes en el cromosoma circular de esta bacteria. La palabra genoma (gen-
oma) fue empleada por primera vez por Hans Winkler en 1920 para referirse al
conjunto de gen-es en un cromos-oma. Actualmente se utilizan las palabras proteoma,
transcriptoma, interactoma, reguloma o metaboloma para definir el conjunto de
proteinas, transcritos, interacciones entre proteinas, elementos de regulacion o del
metabolismo de un organismo, respectivamente

propusieron la estructura de la doble hélice
del abw, con lo que se inicié una nueva era en las cien-
cias biolégicas.

Si bien el alfabeto del material genético habia sido
descifrado, aln quedaban por resolver varias interro-
gantes. ¢Do6nde radica la informacion necesaria para
que el Apn se autorreplique?, o mas aun, ¢c6mo puede
ser utilizada esta informacion para codificar macro-
moléculas mas complejas, como las proteinas? Las
aportaciones conceptuales de diversas investigacio-
nes realizadas durante la segunda mitad de la década
de los cincuenta y principios de los sesenta, permitie-
ron a Francis Crick formular el dogma central de la
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biologia molecular, que describe el flujo de la informa-
cion genética. En este postulado se explica que el Abn
puede dirigir su propia sintesis en un proceso llamado
replicacion, en el que cada una de las dos hebras del
ADN Sirve como molde para la sintesis de su correspon-
diente hebra complementaria. En un paso posterior, lla-
mado transcripcion, el abn también servia como
templado para la sintesis del arn, otro acido nucleico
similar al AN que posee ribosa en lugar de desoxirribosa
en su cadena lateral. Finalmente, la informacién conte-
nida en el arRN podria ser empleada para dirigir la sin-
tesis de las proteinas en un proceso llamado traduccion.



A diferencia del abn y el ArN, las proteinas estan forma-
das por aminoacidos. Hoy en dia sabemos que la
composicion y orden secuencial de los aminoacidos
determinan la estructura y funcion de las mismas, que a
su vez estan predefinidas por la secuencia nucleotidica
del apn. Por lo anterior, una de las primeras inferencias del
analisis de la secuencia de un genoma consistié en
determinar el posible conjunto de proteinas que ten-
dria el organismo en cuestion. De ahi el interés de
secuenciar el mayor nimero de genomas de la manera
mas completa.

LA ERA DE LA SECUENCIACION DE LOS GENOMAS
Paradodjicamente, los primeros genomas en secuen-
ciarse totalmente no correspondieron a organismos
vivos, sino a los virus bacterianos phi-X174 y lambda,
al final de la década de los ochenta. Pese a que el
tamario de estos genomas es de apenas algunos miles
de pares de bases, constituyen un ejemplo de cémo la
secuencia de un genoma completo puede “armarse”
a partir de la de varios fragmentos de menor tamano. A
partir de entonces, las mejoras continuas en las téc-
nicas de secuenciacién han permitido que el crecimien-
to de las bases de datos de acidos nucleicos haya
sido, y siga siendo en nuestros dias, de tipo exponencial.
Como consecuencia de estos avances metodolégicos,
en 1995 se concluyé por primera vez la secuencia-
cion de un organismo vivo: la bacteria patégena Hae-
mophilus influenzae, agente causal de la gripe. Con sus
casi dos millones de pares de bases, esta bacteria
es capaz de codificar mil 714 proteinas, un ndmero
muy superior al extraordinariamente pequeio nume-
ro de 11 proteinas del bacteriéfago phi-X174, o al de
las 71 proteinas del bacteriéfago lambda. Con es-
te monumental logro se inicié una nueva era en la
ciencia: la era genémica.

En la actualidad se ha secuenciado mas de un cen-
tenar y medio de genomas. Estos incluyen miembros
de las tres ramas del arbol de la vida: eubacterias,
archaebacterias y eucariotas. Al inicio de la era ge-
némica, una clara tendencia por secuenciar genomas
pequenos de organismos patégenos fue observada.
Asi por ejemplo, en 1995 se publico la secuencia del
genoma del parasito Mycoplasma genitalium relaciona-
do con uretritis no gonococal. A la fecha, esta bacteria

es el organismo con el menor genoma conocido, ya que
solo cuenta con medio millar de genes, que lo hace un
modelo interesante para entender las caracteristicas
metabdlicas y genéticas de los primeros seres vivos.
Un ano después se publicé la secuencia del genoma
de Methanococcus jannaschii, que resultaba de gran
importancia por ser el primer representante del grupo
de las archaebacterias, con el cual se realizaron los
primeros analisis comparativos entre genomas de
archaebacterias y eubacterias. Asimismo, la secuen-
ciacion de Methanococcus jannaschii resulté de gran
importancia, ya que representaba el primer organismo
totalmente auxétrofo secuenciado, que permitia conocer
el conjunto de genes en que esta basado el meta-
bolismo, necesario para sintetizar los componentes
esenciales de la vida a partir de compuestos inor-
ganicos. A este par de genomas lo siguieron otros de
organismos patégenos, como Helicobacter pylori, cuya
presencia en la mucosa gastrica esta asociada con la
gastritis cronica y carcinomas gastricos; asi también
los genomas de Neisseria meningitides, Treponema
pallidum y Vibrio cholerae, agentes causales de la me-
ningitis, sifilis y cdlera, respectivamente. El genoma de
Plasmodium falciparum, agente causal de la malaria, y
el de su organismo transmisor, el mosquito Anopheles
gambiae, fueron secuenciados de manera casi simul-
tanea en 2002, con lo que se abrié una nueva puerta
para el desarrollo de una vacuna y el diseno de nuevas
medicinas para combatir esta grave enfermedad.

No todos los genomas que han sido secuenciados
corresponden a organismos nocivos. En 1996 fue publi-
cada la secuencia del genoma de un organismo que ha
sido utilizado por siglos en la industria alimenticia: la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Este acontecimien-
to, de gran importancia cientifica, constituy6 el primer
ejemplo de un organismo eucariote cuyo genoma habia
sido secuenciado en su totalidad. La sencillez de este
organismo unicelular, cuyo genoma eucariote es el mas
pequefio conocido, lo ha hecho un excelente modelo de
estudio. Los adelantos en las técnicas de secuenciacion,
asi como el desarrollo de mejores programas de compu-
to para su analisis, permitieron la secuenciacion de
genomas de mayor tamaro, como los de la primera planta
secuenciada Arabidopsis thaliana; de dos variedades de
arroz, Oriza sativa japonica y Oriza sativa indica; del

UNIVERSIDAD DE MEXICO e Noviembre 2003 17



nematodo Caenorhabditis elegans; de la mosca Drosophila
melanogaster; del pez cebra, Danio rerio, y el del pez globo,
Fugu rubripes, por mencionar algunos de los genomas
representativos, secuenciados, que sentaron las ba-
ses del siguiente gran paso en las ciencias gendmicas:
la secuenciacion del genoma humano.

EL GENOMA HUMANO

Mucho se ha hablado sobre el proyecto de secuen-
ciacién del genoma humano. Esta es, sin duda, una
piedra angular en las ciencias gendmicas, y su realiza-
cion ha requerido la colaboracién de varios centros in-
ternacionales de secuenciacion. Cabria preguntarnos
si nuestro interés antropocéntrico ha tenido el fruto
esperado. Con la esperanza de que la determinacion
de ese genoma ayude a la implementacion de nuevas
terapias génicas y a la realizacion del diagndstico mo-
lecular de diversas enfermedades hereditarias, la
industria genémica mundial ha invertido mas de 60 mil
millones de délares. Paraddjicamente, menos de cinco
por ciento de los tres mil millones de bases del genoma
humano codifica genes. El resto de la secuencia con-
tiene un numero inesperadamente alto de secuencias
repetidas que dificultan la labor de identificacion de re-
giones codificantes y, en consecuencia, reduce la utili-
dad de la secuenciacion de nuestro genoma.

Es importante considerar que, tanto en el genoma
humano como en el de otros organismos superiores,
los genes transcritos en ARNS mensajeros pueden ser
editados y procesados mediante la eliminacion de re-
giones llamadas intrones. Los fragmentos restantes o
exones son unidos para dar lugar a AeRns maduros. De-
pendiendo de este proceso de edicién, un mismo gen
puede dar origen a diferentes variantes de arns que,
una vez traducidos, daréan origen a sus correspondien-
tes proteinas. Se estima que cerca de 38 por ciento de
los genes en el humano son procesados de esta ma-
nera y que en promedio dan origen a 3.7 transcritos
distintos por gen. Determinar correctamente los sitios de
corte de intrones a partir del anélisis de las secuen-
cias nucleotidicas es, por tanto, de gran importancia. A
pesar de que se han obtenido avances significativos
en el desarrollo de métodos computacionales para de-
terminar esos lugares de corte, un gran nimero de pre-
dicciones sobre la maduracién de Arns mensajeros no
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corresponden a los datos de secuenciacion de fragmentos
de abn complementario (capn) 0 al de los ArRNs mensaje-
ros procesados in vivo. Actualmente se realizan micro-
arreglos con oligonucleétidos sintéticos de secuencias
que potencialmente corresponden a exones. Los re-
sultados de tales estudios seran de gran utilidad para
que mejores programas de computo sean elaborados
y se logre una mejor prediccion in silico de tan complejo
proceso biologico.

Sumada a la dificultad del reconocimiento de los
genes y al de la prediccion del procesamiento de sus co-
rrespondientes Arns, la asignacion de las funciones
biolégicas de las proteinas para las que codifican ha
sido igualmente dificil. A la fecha existe un gran ndme-
ro de genes cuya funcidn es aln desconocida por no
tener similitud con genes de otros organismos que ha-
yan sido caracterizados. Se estima que el nimero de
genes en el genoma humano sea de 30 mil, considera-
blemente pequeno y tan sélo de aproximadamente el
doble del nimero que poseen los genomas del gusano
Caenorhabditis elegans o el de la mosca Drosophila
melanogaster, y tan sé6lo seis veces mayor al de la leva-
dura, organismo eucariote unicelular. Por tanto, es
claro que las grandes diferencias en términos de
complejidad y capacidad que tenemos los humanos
respecto al resto de los organismos no esta dado tan
sélo por el nimero de genes que poseemos. Al parecer
esas diferencias radican en el hecho de que los genes
humanos son mas complejos en su composicion, ya
que estan formados por un mayor niimero de dominios
funcionales y una serie de combinaciones nuevas de
los mismos.

¢Cuales son los elementos esenciales que diferen-
cian a los humanos de otros organismos? Mas adn,
¢podremos identificar qué nos hace diferentes a unas
personas de otras? Se sabe que, en promedio, el
genoma entre dos personas varia en promedio un par
de bases por cada mil de ellas. ¢Cudles cambios son
significativos? ¢Como se codifica nuestra conducta y
capacidades innatas? ¢Do6nde reside nuestra capaci-
dad de ser creativos? Las respuestas a estas y mu-
chas otras preguntas estan escritas en nuestros
genomas. La tarea de descifrar esa informacion a tra-
Vés de su analisis es uno de los nuevos retos a resolver
en un futuro préximo.
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La disponibilidad, gracias a internet, de consultar un gran nimero
de bases de datos y de servidores para el andlisis de esta
informacion ha sido un elemento central en la bioinformética y
otras ciencias gendmicas. Actualmente existen bases de datos de
secuencias nucleotidicas; secuencias de aminoacidos y sus
correspondientes estructuras secundarias y tridimensionales; de
redes de interacciones entre proteinas; del arn trascrito
(transcriptoma), y del conjunto de proteinas (proteoma) que existen
en el organismo en diferentes condiciones de crecimiento, asi
como del metabolismo del mismo (metaboloma)

La secuenciacion del genoma humano, junto con la
de otros cientos de genomas caracterizados, muestra
claramente nuestra capacidad para secuenciar organis-
mos aislados y perfectamente definidos, y establece las
bases para un siguiente paso, que es la secuenciacion
simultdnea de los genomas de organismos que perte-
necen a un mismo ecosistema: el metagenoma

LA SECUENCIACION DE METAGENOMAS

El Instituto de Alternativas en Energia Biol6gica (iBea),
en Estados Unidos, ha empezado la secuenciacion
masiva de los genomas de miles de microorganismos
que viven en el mar de los Sargazos. Sin duda alguna
es uno de los proyectos gendmicos mas importantes
de nuestros dias, del que se espera obtener la secuen-
cia de un metagenoma o conjunto de genomas de orga-
nismos que constituyen un ecosistema. Aunque se ha
planteado elaborar el proyecto en tan sélo tres anos,
se espera que genere mas informacion, en términos
de secuencia genémica, de la que contamos en la ac-
tualidad, ya que pasaremos del orden de centenas
de genomas secuenciados al de decenas de miles. De
acuerdo con el responsable principal de este proyecto,
Craig Venter, puede existir mayor informacion genética
en el conjunto de organismos que viven en un litro de
agua de mar, que la existente en el genoma humano.

Con esta nueva vision de las ciencias genémicas
en la caracterizacion de ecosistemas se espera obte-
ner un catalogo de la diversidad del mar. El principal
desafio metodolégico del proyecto radica en que la
mayoria de los microorganismos de este ecosistema
no crecen en condiciones de laboratorio y, por tanto, no
es posible aislar individualmente a los organismos pa-
ra su secuenciacion. En este caso, la secuenciacion
de los genomas se realizard con muestras tomadas
directamente del mar y, posteriormente, mediante el
analisis por computadora con algoritmos similares a
los empleados en la secuenciacion del genoma hu-
mano. Cada fragmento de abn secuenciado sera iden-
tificado y ensamblado en su correspondiente genoma.
Para entender la complejidad de este proceso habria
que imaginar el armado de miles de rompecabezas
diferentes, cuyas piezas se han mezclado entre si.
Evidentemente esta tarea implicaria mucho més tra-
bajo que resolver el mismo nimero de rompecabezas
individualmente.

¢Qué aprenderemos de un proyecto metagenémico
como el anterior? Posiblemente realizaremos la carac-
terizacion de nuevos genes que revelen el tipo de com-
puestos quimicos utilizados por estos microorganismos
como alimentos y el tipo de compuestos que pueden
generar, asi como describir las nuevas vias metabdlicas
que tienen e identificar cuales de ellas intervienen en
la conversién de la luz solar en energia. Se espera que
este conocimiento sea empleado en nuestra vida dia-
ria, ya que permitira el diseno de metodologias alterna-
tivas para la generacion de energia.

ANALISIS COMPARATIVO DE SECUENCIAS

Las proteinas son los principales actores de las funcio-
nes celulares. Durante su proceso evolutivo pueden
aceptar mutaciones y continuar llevando a cabo su mis-
ma funcion en diferentes organismos (ort6logas), o evo-
lucionar para adquirir nuevas funciones dentro del
mismo organismo (paralogas). En cualquier caso,
ort6logas o parélogas, un par de proteinas es conside-
rado como homélogo cuando comparten un ancestro
comdn y sus secuencias —tal como las conocemos hoy—,
y son el producto de un largo proceso evolutivo de mu-
taciones y seleccion, con base en la estructura y funcion

de las mismas.
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Las huellas de ese proceso evolutivo pue-
den ser observadas cuando las secuencias de
algunos miembros de la familia son com-
paradas en pares, 0 bien, cuando son compa-
radas simultaneamente, a lo que se ha
llamado “alineamientos multiples de secuen-
cias”. Por lo comun, tales comparaciones son
efectuadas con secuencias de aminoécidos,
en vez de las secuencias nucleotidicas de los
genes que las codificaron, ya que las prime-
ras son mas informativas debido a las dife-
rentes propiedades fisicoquimicas que poseen
los aminoacidos. Dada la riqueza de informa-
cion que guardan los alineamientos, han sido
usados en bioinformatica para realizar dife-
rentes tipos de analisis, entre los que se encuentran
aquéllos relacionados con procesos evolutivos dentro
de la familia, y que generalmente son representados
como arboles filogenéticos, o bien, en la determinacion
de la estructura secundaria de las proteinas mediante
algoritmos de redes neurales que consideran las tenden-
cias de cada aminoacido a formar parte de elementos
estructurales de acuerdo con su entorno, 0 aun para iden-
tificar a miembros lejanos de la familia, cuyo parentesco
es indetectable cuando se compara individualmente con
un elemento de la familia, pero que es identificado si se
considera la informaciéon acumulada del alineamiento
mudiltiple, utilizando modelos probabilisticos llamados
“cadenas de Harkov escondidas”.

Adicionalmente, los aminoacidos conservados en un
alineamiento multiple indican que son esenciales para la
estructura y funcién de los miembros de la familia, mien-
tras que los residuos conservados en algunos miembros
de la misma suelen estar relacionados con la funciény la
filogenia de una subfamilia (determinantes de &rbol). Los
residuos conservados en un alineamiento mdltiple no son
los unicos residuos informativos. También lo son aquellos
residuos que varian de manera coincidente en dos fa-
milias de proteinas; es decir, aquellas mutaciones corre-
lacionadas en las dos familias de proteinas. Esas
mutaciones indicarian una coevolucion y se consideran
una evidencia indirecta de que tales proteinas interac-
cionan fisicamente.

Los analisis de secuencias antes mencionados con-
sideran la informacién de la cadena de peptidica como

oo
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La informacién contenida en las secuencias de proteinas es de gran valor para
distintos tipos de analisis dentro de la bioinformatica

una secuencia lineal de aminoéacidos. Sin embargo, sa-
bemos que la estructura que adoptan las proteinas en
el espacio es esencial para su funcion; por ello, consi-
derar la estructura tridimensional de las proteinas en
los diferentes analisis de secuencia resulta de gran
valor. Actualmente se conoce la estructura tridimen-
sional de un poco mas de 22 mil proteinas, y existen
diferentes proyectos genémicos cuyo objetivo es deter-
minar, por métodos experimentales, la estructura de
cada proteina que constituye el proteoma de un orga-
nismo. Estos proyectos forman parte de la genémica
estructural. El trabajo que implica determinar la estruc-
tura tridimensional de una proteina es muy superior al
de obtener la secuencia nucleica del gen que la codifica.
Por lo tanto, el nimero de proteinas con estructura des-
conocida excede en mucho al ndmero de las conocidas.
Las reglas que gobiernan el plegamiento de una proteina
son muy complejas, por lo que la inferencia de la es-
tructura de una proteina exclusivamente a partir de su
secuencia se limita a algunas proteinas de tamafos
muy pequenos.

Afortunadamente se han desarrollado métodos com-
putacionales para inferir la estructura de una proteina
a partir de su secuencia mediante su comparacion con
la de aquellas proteinas similares, con estructura
tridimensional determinada. Por lo tanto, este método
de asignacion requiere que exista una proteina molde
adecuada y, en consecuencia, esta limitado por el
repertorio de estructuras conocidas. No obstante, se
espera que en un futuro préximo las bases de datos de



estructura de proteinas crezcan significativamente y
faciliten la asignacion de la estructura, asi como la
funcién de proteinas identificadas en los proyectos de
secuenciacion genémica.

LA FORMA TAMBIEN IMPORTA. CURVATURA DEL ADN

Como se menciond con anterioridad, el primer modelo
de la estructura del aon propuesto por James Watson y
Francis Crick suponia que la doble hélice de abn ocupa-
ba el espacio de un cilindro regular cuyas bases
nitrogenadas se apilaban en planos paralelos. Hoy en
dia sabemos, por resultados experimentales y teéri-
CO0s, que las bases nucleicas pueden presentar ciertos
desplazamientos lineales y angulares que dan como
resultado fragmentos curvos de aon. Actualmente la
posicion en el espacio de la cadena de abn es calcu-
lada mediante algoritmos matematicos que realizan la
suma acumulativa de los desplazamientos angulares
(alrededor de los ejes x, y, z) y lineales (a lo largo de los
ejes x, y, z) de cada par de bases dentro de la secuen-
cia del abn. La magnitud de esos desplazamientos pue-
de ser evaluada mediante el uso de matrices de rotacién
y traslacion, cuyos valores han sido determinados ex-
perimentalmente. A este tipo de curvatura se le ha lla-
mado “curvatura estatica” o “curvatura intrinseca” para
diferenciarla de la curvatura del abn introducida a tra-
vés de ciertas proteinas.

La relevancia de las regiones curvas en el abN en
diferentes procesos biolégicos, como recombinacion,
replicacion y regulacién transcripcional, ha sido inves-
tigada por mas de 25 anos. En la mayoria de estos
estudios experimentales las regiones de Abn curvo ana-
lizadas han sido pequenas. El uso de algoritmos mate-
méticos en la prediccion de la geometria del aon abre
la posibilidad de extender el estudio de curvatura del
ADN de loci discretos a regiones de abn de mayor longi-
tud, incluyendo el analisis de las secuencias de
genomas enteros. La riqueza de informacion de estos
estudios permite analizar con mayor profundidad dife-
rentes modelos biologicos y formular nuevas pregun-
tas nunca antes imaginadas. ¢ Cual es el papel bioldgico
de la curvatura estatica del aon en el genoma de los
organismos? Recientemente, estudios in silico de los ge-
nomas totalmente secuenciados han establecido que
la curvatura promedio de los genomas varia considera-

blemente de organismo a organismo, y que es una fun-
cion directa de la frecuencia global de los dinucleétidos
del genoma en cuestion. Cabe mencionar que la capa-
cidad para evaluar el grado de curvatura del aon a partir
de su secuencia nucleotidica ha permitido corroborar
su funcion como elemento activo del proceso de la re-
gulacion transcripcional, y se ha podido demostrar
que esta funcion del abN curvo puede estar conservada
entre genes ortologos de diferentes organismos filo-
genéticamente distantes, aunque estas regiones no
presenten conservacion de secuencia, lo que implica
que la propiedad geométrica del abn es biolégicamente
significativa.

CONSTRUCCION DE MODELOS BIOLOGICOS

Una tendencia generalizada en las ciencias biol6gicas
del siglo xx fue estudiar los componentes celulares y
sus funciones de manera independiente, dentro de un
esquema que podria llamarse “reduccionista”. Con base
en este enfoque se ha generado un conocimiento sig-
nificativo dentro de cada una de las ramas de la biolo-
gia, y se espera que el impacto de nuevas tecnologias
permita que la velocidad con que se genera tal infor-
macion sea notoriamente mayor. Claros ejemplos de
ello se encuentran en las ciencias genémicas con la
secuenciacion de organismos o con la cuantificacion
masiva de los transcritos del organismo bajo condicio-
nes especificas de crecimiento. ¢Qué conocimiento
puede ser generado con base en esta informacion?
¢Podemos avanzar hacia una nueva etapa que integre
y relacione las partes para entender el todo? Hoy en
dia se empieza a reconocer a las células como siste-
mas que representan redes complejas de interaccion
entre sus productos génicos y que tienen como resul-
tado las funciones fisiolégicas observables. ;Como se
pueden construir modelos computacionales que repre-
senten el estado fisiolégico de un organismo?

Un modelo matematico es una representacion de
un conjunto de fenémenos o sucesos reales. Ese mo-
delo se ha aplicado exitosamente en ciencias exactas,
como la fisica, donde se han modelado eventos tan
simples como la deformacién de un resorte bajo una
fuerza determinada, hasta eventos complejos como los
que encontramos en los simuladores de vuelo que se
emplean en la aeronautica. Sin embargo, dada la com-
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plejidad y el atin reducido conocimiento de los proce-
sos biolégicos, el modelado de la respuesta celular ha
tenido alcances mas limitados. Entre los principales
enfoques que se han utilizado con este fin, se encuen-
tran los basados en el analisis de distintos tipos de
redes que representan las interacciones dentro de los
elementos del sistema.

Las redes de interaccion entre proteinas dentro de
las cascadas de sefalizacion y redes metabdlicas son,
sin duda, temas centrales en la elaboracién de mode-
los celulares, por lo que resulta necesario determinar
cuéles, de las miles de proteinas dentro del organis-
mo, pueden interactuar formando un complejo funcio-
nal. El estudio del reconocimiento molecular ha sido y
sigue siendo fundamental para elucidar el funcionamien-
to de los sistemas bioldgicos. En esta direccion se ha
desarrollado una variedad de metodologias experimen-
tales y computacionales para dilucidar la red de
interacciones proteicas que ocurren en una célula.
Experimentos masivos con sistemas de dos hibridos,
de aislamiento sistematico de complejos multienzi-
maticos, asi como de correlacion de la expresion de
mensajeros, han empezado a describir estas interac-
ciones. La informacion obtenida del analisis de las
secuencias genomicas también ha sido de amplia
utilidad. La existencia de una proteina hibrida en un
genoma, representando la fusion de dos proteinas
independientes en otro genoma, puede ser utilizada
como evidencia indirecta de interaccion, al igual que
la conservacion de la vecindad de dos o mas genes y,
en menor grado, su conservacion en operones o el
patron que resulta de su presencia o ausencia conjunta
en distintos genomas. La similitud de los arboles filoge-
néticos ha servido también para predecir interaccion
entre dos familias de proteinas. Otro método compu-
tacional de este dltimo grupo se basa en la identificacion
de la variacion coordinada (mutaciones correlacionadas)
que ocurre entre aquellos aminoacidos que se encuen-
tran en las interfaces de interaccion de dos proteinas.
La confiabilidad con que los distintos métodos, tanto
tedricos como experimentales, predicen una interaccion
fisica real varia, pero en general la evaluacion de las
predicciones para cualquier método ha mostrado que
los niveles de error atin son altos y su cobertura tiende
a ser baja. Pese a lo anterior, la certeza de las prediccio-
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nes aumenta considerablemente cuando mas de un
método independiente arroja los mismos resultados. Por
tal motivo, el desarrollo de herramientas de computo
para extraer y ponderar la informacion de interacciones
publicamente disponibles y las resultantes del analisis
de secuencias genémicas aportara las bases para de-
finir el interactoma de diferentes organismos.

Para representar el metabolismo celular de una ma-
nera precisa seria necesario, entre otras cosas, conocer
los parametros cinéticos y la concentracion de cada uno
de los elementos que intervienen en las vias metabdlicas.
Aun para los organismos mejor caracterizados esa infor-
macion es limitada y, en muchos casos, inexistente. Por
ello, el éxito de los modelos cinéticos dentro de la inge-
nieria de vias metabdlicas ha sido modesto. No obstan-
te, en ausencia de informacion cinética se han elaborado
modelos metabdlicos con base en la distribucion de flu-
jos, bajo el supuesto de un estado en equilibrio. Este
andlisis se funda en la estequiometria de las reaccio-
nes metabdlicas, que basicamente representan restric-
ciones de balance de masas. A diferencia de los modelos
cinéticos, los modelos estequiométricos no plantean
encontrar el comportamiento preciso de la red metabdli-
ca, sino determinar un espacio de soluciones posibles,
con base en las restricciones de estequiometria impues-
tas a la red. De este conjunto de soluciones se determina
aquélla para la cual es maxima alguna funcion especifica.
Por ejemplo, se ha utilizado con éxito la programacion
lineal para encontrar la solucién de la red que maximiza
la velocidad especifica del crecimiento celular, con el fin
de modelar algunas de las propiedades de cepas de
Escherichia coli silvestre y algunas de sus mutaciones.

Por otro lado, las redes de regulacion de la expre-
sion genética representan los diferentes elementos, por
lo que los genes de una célula son transcritos en la
cantidad y tiempo requeridos para contender con los
estimulos externos o con base en un programa de de-
sarrollo predeterminado. Con anterioridad se han utili-
zado distintos enfoques para realizar esa representacion,
desde los mas sencillos, que consideran estados
binarios (encendido/apagado), hasta los mas comple-
jos, que representan estados discretos. Una parte esen-
cial en la construcciéon de este tipo de redes es la
identificacion de los efectores de la regulacion, en ge-
neral proteinas reguladoras, y el de sus correspondien-



tes blancos de reconocimiento en el
geno-ma. En el caso de genomas peque-
fios, como el de algunos bacteriéfagos,
con tan sélo algunos miles de pares de
bases esta tarea es sencilla y se han
construido modelos de regulacion muy
completos. En genomas bacterianos y
organismos eu-cariotes unicelulares, con
tamanos promedios de algunos millones
de pares de bases, la complejidad es
notoriamente mayor; sin embargo, el he-
cho de que la mayoria de las senales
de regulacion se encuentren inmediata-
mente anteriores a los genes que regu-
lan simplifica considerablemente su
identificacion. Finalmente, la capacidad
que tenemos para la identificacion in
silico de senales de regulacion en los
genomas de organismos eucariotes mul-
ticelulares es muy limitada. Esta limita-
cion se debe, entre otros factores, a que
los sitios de regulacion pueden estar
ubicados muy lejos de los genes que
regulan; el tamano de sus genomas
puede ser de hasta varios miles de mi-
llones de pares de bases, y la mayor pro-
porcién de los mismos corresponderia a
regiones intergénicas. Esta es, por tanto,
un area donde el andlisis de secuencias
debera madurar significativamente, con
metodologias que posiblemente incluyan
nuevos métodos estadisticos y el auxi-
lio de la inteligencia artificial (y la propia),
entre otras. &
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