SERES VIVOS: MUCHO MAS QUE UN PUNADO DE GENES
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Vivimos un tiempo en el que los éxitos de la
Biologia Molecular son noticia. La oveja Dolly bien
podria competir en popularidad con David Bisbal, y
raro es el telediario en el que no se nos informa/
desinforma sobre el hallazgo de un gen que nos
permitira curar no sé qué enfermedad. Los medios
de comunicacion han contribuido a difundir una
falsa expectativa de las bondades de la ciencia
moderna. Quizas por ello, no nos sorprende
encontrar acalorados debates de cémo limitar en
un futuro préximo los abusos de la biotecnologia.
¢Seria 0 no ético manipular embriones para
erradicar laviolencia del comportamiento humano,
0 para crear individuos mas inteligentes, etc.? Lo
grave es que este injustificado optimismo haya
caladoen el senoacadémico. Enun pasado cursode
verano, un grupo de bidlogos tuvimos oportunidad,
como colofén al curso, de debatir sobre las
limitaciones de la biotecnologia. La opinion mas
extendida, y errénea a nuestro modesto entender,
era que el fenotipo de un organismo se puede
modificar a voluntad, sencillamente manipulando
sus genes. Si se nos permite la ironia, diremos que
posiblemente ello serd asi cuando los burros vuelen
y las ranas crien pelos, ya sean estos burros y estas
ranas transgénicos o no.

Si el objetivo de la biotecnologia es modificar a
voluntad el fenotipo de los organismos, tenemos
que considerar que son muchos mas, en namero,
los intentos fallidos que los que culminan con
éxito. La capacidad de manipular genes es un
hecho del presente, sin embargo, una cosa son los
genes y otra bien distinta son los organismos. Esta
distincién es fundamental y, sin embargo, no
siempre se realiza. Aqui se plantea una paradoja:
la biotecnologia tiene como fin ultimo modificar
organismos y, sin embargo, muy frecuentemente
se olvida de éstos como tales, centrando todo el
interés en los genes de dichos organismos. Los
genes, aun siendo importantes, no son mas que
meros instrumentos de los que se valen las leyes
para actuar, y no debemos confundirlos con las
propias leyes. En otros términos, la ecuacion que
define lo que es un organismo en un instante
determinado, es una funcién multivariante dénde
el genotipo no es la Unica, ni tan siquiera la
principal, variable que determina el fenotipo.

Fenotipo = Genotipo + Ambiente + Historia +
Azar

A nadie vamos a tener que convencer del papel
que desempefian el genotipo y el ambiente, y por
tanto nos centraremos en algunos ejemplos que
ilustran laimportancia de los otros dos términos de

esta ecuacion: la historia y el azar.

Historia

Aseguraba Borges que estamos hechos de tiempo.
Podemos decir que el tiempo es un constituyente
mas de los sistemas bioldgicos, sobre todo cuando
consideramos la vida como un proceso mas que
como una sustancia. Las leyes de la biologia
dependen de las leyes de la fisica y la quimica, pero
también de una ingente cantidad de informacién
sobre acontecimientos del pasado. Hay sistemas,
tanto animados como inanimados, cuyo estado
actual no estd enteramente determinado por las
condiciones actuales sino también por las pasadas.
En otras palabras, la historia del sistema condiciona
su presente y futuro. Imaginemos, por ejemplo,
una suspension de agar-agar. A 60°C podemos
encontrarlo liqguido o soélido, dependiendo de su
historia previa. Si el agar se calienta hasta los
100°C y después se deja enfriar hasta los 60°C, el
estadodedichoagar seraliquido. Sipor el contrario,
tomamos agar sdélido a temperatura ambiente y
vamos calentadndolo hasta alcanzar los 60°C, este
agar permanecera solido (Ver figura 1A). Si el
tiempo pasado es tan importante a la hora de
determinar el estado de un sistema simple e
inanimado como el agar, ¢qué influencia no tendra
en un ser vivo? Imaginemos ahora dos células de
Escherichia coli genéticamente idénticas (igual
genotipo), que se encuentran en el mismo medio
(igual ambiente). Bien pudiera ser que ambas
presenten, sin embargo, fenotipos muy distintos:
una expresa los genes del operon lac mientras que
la otra no; sencillamente porque la historia previa
de ambas células es distinta. El operon lac contiene
los genes que codifican paralas proteinas implicadas
en el metabolismo de la lactosa. Estos genes son
expresados cuando una proteinareguladoraque los
reprime, deja de hacerlo al interaccionar con
lactosa. Por tanto, la lactosa induce su propio
metabolismo. Pero el operdn posee una
caracteristica que enriquece el comportamiento
de la bacteria frente a la lactosa, ya que uno de los
genes del operdn codifica para un transportador de
lactosa. Cuando hay lactosa en el medio, ésta entra
y activa al operén, con lo que habrd maéas
transportadores de lactosa y mas lactosa
intracelular con capacidad de activar el operdn. Es
un claro ejemplo de retroalimentacion positiva.
Asi, aungue laconcentracion intracelular de lactosa
necesaria para activar el operén es Unica, la
concentracion extracelular requerida paraalcanzar
dicha concentracién intracelular es variable,
dependiendo de la permeabilidad de la membrana
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Figura 1. Sistemas con memoria molecular. (A) refleja un proceso de histéresis en el agar, cuya temperatura de fusion
depende de si el paso es de soélido a liquido (curva continua), o de liquido a sélido (linea discontinua). Se representa
viscosidad, 7, frente a temperatura. (B) Con el operén lac en E. coli también se observa un fenémeno de histéresis. Para
concentraciones intermedias de lactosa externa (entre a y b), los genes del operén pueden encontrarse activados o

(Fig. 1B). De esta forma, la permeabilidad de la
membrana a la lactosa determina las
concentraciones extracelulares umbrales
necesarias para inducir o reprimir el operoén,
pudiendo ser muy diferentes segun las
circunstancias que hayan acompafado a la bacteria
en el pasado (Fig. 1B). Asi pues, en dos poblaciones
genéticamente idénticas y en las mismas
condiciones ambientales (igual concentracién de
lactosa en el medio), podemos encontrar células
que estan metabolizando lactosa y otras que no,
debido a que las primeras estuvieron expuestas,
en algln momento, a una concentracion de lactosa
en el medio suficientemente alta para inducir el
operdn, mientras que la otra no. Por este motivo, en
esta poblaciéon de bacterias la permeabilidad a la
lactosa sera alta, y la concentracion de lactosa en
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Figura 2. Regulacion del operon Pap.

el medio necesaria para mantener al operén
inducido, sera menor que para la otra poblacion.
Azar
Incluso en una poblacién de células clénicas
(igual genotipo) que se encuentren en un Mismo
entorno (igual ambiente) y que aparentemente

hayan tenido una misma historia, se pueden
observar ligeras, y a veces no tan ligeras,
variaciones morfolégicas, distintas velocidades de
desarrollo, y distintas concentraciones de las
distintas biomoléculas presentes en cada célula
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA.94:814-819, 1997). Esta
inevitable variabilidad fenotipica se fundamenta
en la naturaleza estadistica de las leyes
fisicogquimicas (ver Encuentros en la Biologia 57: 6-
7). Esto es, cuando tenemos un sistema quimico
donde el niumero de moléculas reaccionantes es
extremadamente bajo, como suele ser habitual en
las células vivas, entonces las fluctuaciones
aleatorias (ruido) son de magnitud considerable.
De hecho, muchos circuitos genéticos emplean la
redundancia, la retro-alimentaciéon y otros
artilugios para lograr una relacion sefal/ruido
aceptable, cuando se
requiere un funciona-
miento determinista, es
decir, no aleatorio
(Trends Genet. 15: 65-59,
1999). No obstante, las
células también han
aprendido a explotar en
su beneficio esta
azarosa variabilidad.
Son muchos y hetero-
géneos los ejemplos
conocidos que ilustran
esta afirmacién. EI
lector interesado puede
dirigirse a la revisién
(BioEssays 24:512-518,
2002) donde se describen algunos de estos ejemplos.
Aqui, valga un botén a modo de muestra. Aunque
méas que de botones vamos a hablar de pili. Las
bacterias pueden expresar un namero de apéndices
externos llamados pili que facilitan la adhesion de
la bacteria a determinadas superficies, como por



ejemplo los érganos de los animales huésped. Por
tanto, los pili son un determinante de virulencia de
algunas bacterias patégenas. Un sistema bien
estudiado es el que constituyen algunas cepas
patdégenas de E. coli. Que una de estas bacterias
exhiba o no pili en su superficie depende del estado
de activacion de un operén llamado Pap
(Pyelonephritis-associated pilus). Se hacomprobado
que la activacién/inactivacion de este operdn esta
estrictamente correlacionada con el estado de
metilacion de una regién reguladora, que posee
dos sitios de metilacion, GATC1 y GATC2. La
metilacion de GATC2 (GmMATC2) es necesaria para
que se transcriba el operén (Fig. 2A). Hay una
proteina reguladora, cuyo numero por célula es
bajo, que tiene una alta afinidad por los sitios GATC
no metilados, de manera que se une a GATC1 o a
GATC2 de forma aleatoria. Esta unién previene la
metilacion de dicho sitio. Si por azar la proteina
reguladora se une a GATC2 protegiéndola de la
metilacion, se inhibe la transcripcién del operén
(Fig. 2B).

En una poblacién genéticamente homogénea y
en condiciones ambientales idénticas,
encontraremos bacterias que posean pili y otras
que no, ya que cada individuo echa a cara o cruz la

decisién de encender o apagar el operén responsable
de la sintesis del pilus. No pretendemos ocultar que
en ocasiones, la moneda utilizada puede estar
trucada y que bajo determinadas condiciones
ambientales las caras (digamos GmATC1) sean
mas frecuentes que las cruces (GmATC?2); pero en
cualquier caso, la expresion de pili es un proceso
estocastico ya gue aunque conozcamos el genotipo,
el ambiente y la historia, nunca podremos precisar
con grado de determinismo cudl sera el fenotipo
para un individuo dado. (Qué ventaja representa
dejar al azar la expresién de pili? Para el individuo
puede que ninguna, pero para la especie supone un
enriquecimiento muy ventajoso. Los pili son
estructuras altamente inmunogénicas, contar en
todo momento con una subpoblacién de bacterias
que carezcan de estas estructuras, puede permitir
evadir las defensas del huésped, para que mas
tarde, por azar, algunas de ellas vuelvan a
desarrollar pili e infectar el tracto urinario.

Para finalizar nos gustaria hacer nuestras las
palabras de Henrik Kacser, diciendo que cuando
tratamos con seres vivos, el todo es mucho mas que
la suma de sus partes. Obstinarse en ignorarlo es
condenarse al fracaso.

PREDICCION DE ESTRUCTURA DE PROTEINAS EMPLEANDO
SOFTWARE LIBRE

Aurelio A. Moya Garcia

Las técnicas experimentales de caracterizacion
estructural, principalmente cristalografia de rayos
X y resonancia magnética nuclear, proporcionan
estructuras de alta resolucién, aunque
desafortunadamente sélo una pequefa parte de las
proteinas se pueden caracterizar asi. Para una
gran parte de la fraccién de secuencias cuya
estructura no se puede determinar experi-
mentalmente, los métodos computacionales de
prediccion de estructura nos ofrecen informacion
valiosa, util paraexplicar gran parte de los aspectos
funcionales que se pueden derivar del conocimiento
estructural.

Por otro lado, es obvio que laimplementacién de
estas técnicas pasa por el desarrollo de software
apropiadoy que para resolver problemas biolégicos
mediante esta aproximaciéon necesitamos usar
ordenadores y programas especificos. Existe a
nuestra disposicién gran variedad de servidores y
programas asequibles a coste infimo. En este
articulo explicaré las bases de la prediccién
estructural de proteinas y las ventajas de realizar
esta tarea empleando herramientas de cddigo

abierto o con mas propiedad software libre.

Métodos de prediccion de estructura

El primer grupo de métodos de prediccion de
estructura que consideraré se denomina
genéricamente métodos de novo o ab initio.

Estos métodos parten de la asuncién de que la
informacidn necesaria para conocer la estructura
tridimensional de una proteina estd en su
secuencia de aminodcidos. Buscan la estructura
nativa como la conformacion que corresponde al
minimo global de una funciéon potencial
determinada, que «representa» a la proteina y que
se construye desde su secuencia. Para optimizar la
funcién potencial emplean distintos métodos de
busqueda en el espacio de las conformaciones, los
cuales suelen implementar algoritmos de mecéanica
molecular combinados con dindmica molecular
[van Gunsteren W.F. y Beredsen H.J.C. 1977.
Molecular Physics 34:1311], simulaciones Monte
Carlo (Combination, Rosseta [Simons K. et al. (2000)
J.Mol.Biol. 306:1191]) o el empleo de bases de datos
de elementos de estructura secundaria estandar



