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El ADN:

de la Quimica a la Bioinformatica

Juan A. Subirana

n los Gltimos afos el estu-

dio del ADN ha conducido

a resultados espectaculares,
amplificados por los medios

de comunicacién. Ello es

debido a que las técnicas desarrolla-
das en las dltimas décadas han permi-
tido secuenciar genomas completos,
tanto de virus y bacterias, como de or-
ganismos superiores. Un ejemplo re-
ciente es la secuenciacidn del genoma
humano que pondri a nuestro alcance
unos tres mil millones de letras, cuyo
orden determina la estructura de todas
las proteinas e indirectamente de las
demds moléculas que forman el cuer-
po humano. De momento sélo se co-
noce la secuencia completa de un cro-
mosoma (1), falta ordenar la mayor
parte de la informacién disponible. Se
espera que este trabajo se concluya en
unos pocos afios. A pesar de su indu-
dable interés manejar, comprender y
aplicar toda esta informacién requerird
un esfuerzo considerable, con resulta-
dos no inmediatos. Para ello ha surgi-
do una nueva rama de la ciencia, la
bioinformitica, complemento esencial
de las demds técnicas de caracteriza-
cién de las macromoléculas biologicas.
Esta vision de la situacion actual
parece reducir el ADN a una serie de
letras, un simple vehiculo "lingiisti-
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co" de la informacién biol6gica. Tan-
to es asi que en unas recientes de-
claraciones al "El Pais" (2) el premio
Nobel Max Perutz manifestaba: "Lo
Gnico que hace el ADN es determinar
el orden de los aminoicidos en las
proteinas. Los genes no saben hacer
otra cosa, son realmente muy torpes'.

Sin embargo el ADN es una macro-
molécula compleja cuya funcién en
la célula no se limita a ser Gnicamen-
te una serie de letras, aunque éstas
tengan una importancia esencial para
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Figura 1. Estructura de la doble hélice del ADN
superpuesta sobre la secuencia de un fragmento
del cromosoma 21.
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la vida. En particular, la enorme com-
plejidad estructural del ADN le per-
mite realizar una amplia gama de fun-
ciones, esenciales para el buen fun-
cionamiento del ser vivo. Por ello nos
ha parecido oportuno dar aqui una
vision general de estas dos aproxima-
ciones contrapuestas y a la vez com-
plementarias al ADN: la de la quimica
y la de la bioinformatica.

LA VARIABILIDAD

DEL ADN

En la figura 1 se comparan las dife-
rentes maneras de representar el
ADN. Para el bidlogo lo mds impor-
tante es la secuencia de bases, la se-
rie de letras que codifica la sintesis
de proteinas. La naturaleza quimica
de estas letras no tiene ningln interés
aparente. Sin embargo, desde un
punto de vista quimico cada base tie-
ne distintas posibilidades de interac-
cién, que permiten a las proteinas re-
conocer secuencias distintas de ADN.
Cada par de bases tiene una variabili-
dad local de conformaci6n, determi-
nada por el valor que adquieren ca-
torce 4ngulos de torsion (ver encarte).
En la forma B del ADN, que predo-
mina en la célula, estos dngulos vari-
an poco, aunque aparecen diferen-
cias significativas en distintas zonas
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del ADN. Pero existen zonas indivi-
dualizadas del ADN en las que las
distintas posibilidades conformacio-
nales se manifiestan claramente. Es
en estas zonas en las que el ADN ma-
nifiesta su versatilidad, asi como las
multiples funciones adicionales que
puede desempefiar y que en realidad
no conocemos plenamente, de hecho
son el objeto de investigaciones deta-
lladas en numerosos laboratorios. Po-
driamos hablar de formas estructura-
les diversas, como la forma Z que
gira a la izquierda, asociaciones entre
distintas cadenas, plegamientos, etc.
No parece apropiado hacer aqui una
revision completa, per si vamos a dar
algunos ejemplos de la versatilidad
estructural de esta macromolécula.

EL ADN: UN
POLIELECTROLITO

Un factor adicional a tener en cuenta
es que el ADN es un polimero carga-
do eléctricamente, en el que cada
grupo fosfato tiene una carga negati-
va asociada. Las cargas eléctricas ejer-
cen su accibn a larga distancia, por lo
que su efecto neto no esta claramente
localizado. Los contraiones se dispo-
nen en forma mis o menos desorde-
nada en torno al ADN, neutralizando
globalmente su carga. Sorprendente-
mente en las representaciones que se
encuentran en pricticamente todos
los libros de Bioquimica se ignora la
existencia de estos contraiones, aun-
que son compafieros inseparables del
ADN e influyen decisivamente en su
comportamiento.

Recientemente, gracias a la utiliza-
cién de técnicas de difraccién en sin-
crotrén se han podido localizar los
contrajiones en algunos casos, tal
como se muestra en la figura 2 para
una sal de magnesio del ADN (3). Los
cationes se disponen alrededor de la
molécula en posiciones determinadas
tanto por la disposicién de los fosfa-
tos en cada molécula como por la or-
ganizacién de las distintas moléculas
de ADN en el cristal. En cualquier
caso estd claro que los fosfatos indi-
viduales no determinan la posicion
de los iones, viene determinada tanto
por el ADN como por su entorno. De

Figura 2. Fragmento de ADN rodeado de iones
Mg* (rosa) en un cristal de oligonucleétido (3).
Las aguas de hidratacién de Jos jones se repre-
sentan en color rojo.

hecho cuando se estudia el ADN a
temperatura ambiente raramente pue-
de precisarse la posicion de sus con-
trajones, pues éstos presentan una
movilidad apreciable y no tienen una
posicion fija.

En la célula el ADN estd neutraliza-
do no sélo por iones inorginicos,
sino, también por cadenas laterales
de algunas proteinas cargadas positi-
vamente. Algunas proteinas producen
una neutralizacién global del ADN
(histonas o protaminas, p. €j.), mien-
tras que en muchos casos la interac-
cién es mas compleja e implica ade-
mis de Jos residuos bisicos otros re-
siduos de la proteina capaces de re-

conocer una secuencia de bases es-
pecifica. Un ejemplo son las proteinas
que se unen a Ja "TATA box" que va-
mos a describir a continuacibn.

LA "TATA BOX"

Para utilizar la informacion codificada
en el ADN es preciso que tenga lugar
un proceso de transcripcidén preciso
en que se lea exactamente la secuen-
cia de las bases que interesan para
sintetizar las moléculas de icido ri-
bonucleico (ARN). La célula utiliza es-
tas nuevas moléculas de ARN como
vehiculo para obtener las proteinas.
La sintesis del ARN es llevada a cabo
por unos enzimas denominados poli-
merasas de ARN. ;Como reconocen
estos enzimas el lugar dénde han de
empezar a actuar?

En los organismos superiores (eu-
cariotas), es decir, que tienen un nd-
cleo celular, la iniciacién de la trans-
cripcién requiere varias proteinas. En-
tre ellas una de las mis importantes
es la que se une a Ja "TATA box'. La
"TATA box" es una secuencia de ba-
ses del tipo TATAXAX, donde X es A
6 T. Esta secuencia se encuentra
siempre unas 25 bases antes de las
zonas que codifican para el ARN e
indirectamente para las proteinas. Al
unirse al ADN produce una distorsion
acusada de la molécula, como puede
verse en la Figura 3. El ADN sufre un
cambio de direccién de 90° aproxi-
madamente como resultado de la dis-
torsién inducida por la proteina (4,5).

CONFORMACION DEL ADN

El ADN esta formado por dos cadenas de fosfodiésteres, en las que gru-
Dos fosfato unen sendos residuos de desoxiribosa (pentagonos en la Fig.
1) al nivel de los oxigenos 3y 5 del anillo. Asi cada residuo tiene seis
dngulos conformacionales (o, B, v, 8, € y {) cuyo valor define la estruc-
tura que adopta la cadena fosfodiester. Cada aziicar lleva unida una
base nitrogenada en el dtomo C1 mediante el denominado enlace gli-
cosidico que define otro dangulo de torsion (y). En el ADN bay cuatro
bases posible, dos purinas (guanina, G y adenina, A) y dos pirimidinas
(timina, T, y citosina, C) cuyo orden determina la informacion genéti-
ca. Estas bases se aparean entre las dos cadenas, siempre Acon Ty C
con G. Los pares de bases aparecen de perfil como lineas borizontales
sobre el eje de la bélice de la Fig. 1. En la forma normal, denominada
forma B, son como los peldafios de una escalera de caracol.
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Figura 3. Distorsi6n inducida en el ADN (color verde) al interactuar
con una proteina TBP (Tatabox Binding Protein, en color granate).

Esta distorsién local es reconocida
por otras proteinas, denominadas fac-
tores de iniciacién, y por la ARN po-
limerasa, que puede asi iniciar el pro-
ceso de transcripcién en la sefial que
se encuentra a unas 25 bases de dis-
tancia a lo largo del ADN.

Estos cambios estructurales, repre-
sentados en la Figura 3, son un ejem-
plo claro de la interaccién mutua en-
tre el ADN y las proteinas, mostrando
como los cambios conformacionales
del ADN permiten regular el funcio-
namiento de la célula.

LOS TELOMEROS

En el extremo de los cromosomas
aparecen unas estructuras peculiares
denominadas telémeros (6). Estas es-
tructuras son fundamentales para el
funcionamiento e integridad de los
cromosomas, pues impiden que se fu-
sionen entre si para generar Cromo-
somas de doble tamafio. Por otra par-
te estas zonas terminales se acortan
en cada divisién celular y constituyen
un reloj interno de la célula: después
de un cierto ndmero de divisiones la
célula muere al haber perdido sus te-
l6meros. La fisiologia de los tel6me-

ros estd pues relacionada
con la longevidad de la cé-
lula. De hecho una de los
factores que contribuyen a
transformar células norma-
les en cancerosas parece
residir precisamente en la
activacion de un enzima, la
telomerasa, que impide el
acortamiento progresivo de
los cromosomas durante la
division celular. Estas consi-
deraciones han conducido
a una gran actividad en Ja
investigacién de la estruc-
tura y funcién de las zonas
teloméricas del cromosoma,
que son un objetivo posi-
ble para el desarrollo de
farmacos que interfieren en
su actividad (7).

Las secuencias de ADN
que forman los teldémeros
son muy simples (8) y se
repiten muchas veces,
como minimo veinte veces,
pero pudiendo llegar a varios miles
de repeticiones, tal es el caso en el
raton. Una caracteristica general de
estas secuencias es la presencia de
varias guaninas seguidas. Algunos
ejemplos son los siguientes:

-AGGGTT- .

TCCCAA (mamiferos)

-AGGGTTT-

ToOCAAA.  (Planas)

-GGGGTT- (algunos

-CCCCAA- protozoos)
etc.

Otra caracteristica impor-
tante de las secuencias te-
loméricas es que la hebra
del ADN que contiene las
guaninas se extiende mis
alla del extremo del cro-
mosoma, formando una
extension de unas 15-20
bases que no estin aparea-
das con una hebra com-
plementaria: en lugar de
formar una hélice doble ti-

pica se asocia con proteinas, proba-
blemente en forma de hélice cuidru-
ple (9) tal como se muestra en la Fi-
gura 4. Las guaninas son capaces de
aparearse entre si en forma de cua-
drupletes estabilizados por puentes
de hidrégeno: cada guanina estd di-
rectamente asociada con otras dos.
Las cuatro guaninas definen una es-
tructura pricticamente plana, apildn-
dose tres planos (Figura 4). Las bases
intermedias (TTA en los mamiferos)
definen las curvas que permiten el
apareamiento de las guaninas presen-
tes en la hebra terminal del cromoso-
ma.

Como deciamos al empezar este apar-
tado, los teldémeros definen los puntos
terminales de los cromosomas. En cada
division celular esta estructura peculiar
ha de generarse nuevamente en cada
uno de los cromosomas hijos. En este
proceso la larga secuencia de bases re-
petidas se va acortando progresivamen-
te. Para mantener su longitud es precisa
la activacién de un enzima, la telomera-
sa, que normalmente se encuentra re-
primido. La estructura en hélice cuddru-
ple que hemos mostrado en la Figura 4
juega un papel importante en este pro-
ceso. Esta estructura es un ejemplo més
de la versatilidad conformacional del
ADN, esencial para llevar a cabo sus
miltiples funciones biol6gicas.

Figura 4. Cuadruplete formado por Ia secuencia telomérica del
ADN. Unicamente se indican la cadena fosfodiester del ADN (en
verde) y las guaninas asociadas (en rojo).
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Figura 5. Asociacién entre dos moléculas ciclicas de ADN (cadena principal en color verde), estabilizada
por un jon Na' (en amarillo). Las bases (en rojo) forman puentes de hidrogeno.

ADNS CICLICOS

Las estructuras que hemos visto se
han determinado por técnicas tales
como la cristalografia de rayos X o la
resonancia magnética nuclear (NMR),
técnicas que requieren una estructura
estable y que no sufra modificacio-
nes importantes durante el tiempo de
medida. Para estudiar otras confor-
maciones posibles que aparecen tran-
sitoriamente puede modificarse la es-
tructura quimica del ADN dindole
una mayor rigidez. Aqui es donde los
quimicos orginicos juegan un papel
esencial y han permitido grandes
avances en el conocimiento del ADN
gracias a la introduccién de diversas
modificaciones quimicas. Vamos a
describir sélo un ejemplo en el que
han participado varios grupos de in-
vestigacién espaitoles (10, 11).

Por métodos de sintesis organica es
posible obtener ADNs de una sola
hebra, pero que sean circulares. Al
tener una sola hebra no puede for-
marse una doble hélice como las que
hemos visto en las figuras 1-3. Sin
embargo las bases del anillo pueden
aparearse con sus bases complemen-
tarias. Como ejemplo en la figura 5 se
muestra la estructura que adquiere un
anillo sintético formado por ocho ba-
ses del ADN. La estructura en anillo
estabiliza una conformacién atipica,
que no se observa normalmente en
el ADN. Cada anillo forma dos pares

de bases internos idénticos a los que
se encuentran en el ADN nativo (Fig.
1), pero ademés estos pares de bases
pueden formar un cuadruplete estabi-
lizado por un ion sodio, tal como se
muestra en la Figura 5. Estos cuadru-
pletes son distintos de los que for-
man las secuencias teloméricas (Fig.
4), pues aparecen entre pares de ba-
ses convencionales: un par AT con
otro par AT, como se muestra en la
Figura 5. En otros casos (12) es un
par CG que puede asociarse con otro
par CG. Esta tendencia a interactuar
secuencias idénticas podria tener gran
importancia en algunos procesos de
recombinacién genética.

El descubrimiento de esta estructura
sblo ha sido posible gracias a dispo-
ner de un ADN ciclico sintetizado en
el laboratorio, que no existe como tal
en la célula. Sin embargo nos ha per-
mitido descubrir nuevas posibilidades
estructurales del ADN que pueden
permitir aclarar aspectos nuevos en
el comportamiento biolégico del
ADN.

BIOINFORMATICA Y
PROYECTOS GENOMA: EL
ADN COMO SOPORTE
FISICO DE LA N
INFORMACION GENETICA
Para concluir vamos a ver brevemen-
te cdmo se puede extraer informa-
cién de tipo quimico y biolégico a

partir de los resultados que propor-
ciona diariamente la secuencia orde-
nada de mas de un millén de bases.

El objetivo del proyecto genoma
humano es el de aumentar nuestro
conocimiento sobre la base genética
de las enfermedades humanas a tra-
vés de la obtencién de la secuencia
de los 50000 a 80000 genes del ser
humano. Sin embargo, la simplicidad
con la que se formula este objetivo
oscurece las enormes dificultades téc-
nicas asociadas a su consecucion. En
particular, y sobre todas ellas, desta-
can dos: el tipo y gran volumen de
informacién obtenida en la secuen-
ciacién masiva del ADN. Ello es debi-
do a que la materia prima generada
por el proyecto genoma no es mis
que una larguisima tira de letras -
unos 3000 millones-, correspondien-
tes a la secuencia lineal de las bases
del ADN en los diferentes cromoso-
mas, cuyo tamafio descarta cualquier
tipo de anlisis manual. La resolucién
de los problemas mencionados ha
dado lugar al nacimiento de la bioin-
formdtica, una ciencia que se sitGa en
la interfase entre la biologfa molecu-
lar y la informitica.

En el anilisis de la informacién ge-
némica, la bioinformatica distingue
dos aspectos fundamentales (Figura
6): identificacién de los genes y pre-
diccién de la estructura y funcién de
las proteinas.

La identificacion de los genes es un
problema complejo debido a que sélo
un 3% de la secuencia del ADN hu-
mano es codificante para alguna pro-
teina. El resto del genoma correspon-
de a las 4reas necesarias para la com-
pactacién y almacenamiento del
ADN, control de la transcripcion, etc.,
aunque no estd totalmente claro cudl
es la funcién de este 97% del ADN
que juega un papel aparentemente
secundario. El problema principal re-
side en el hecho de que no hay una
sefial clara que nos permita distinguir
la secuencia de los genes entre el rui-
do de fondo de la secuencia total del
ADN. Adicionalmente, en muchos ca-
sos las partes codificantes de un gen -
los exones- se pueden combinar para
dar lugar a diferentes proteinas, en
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" GENOMA SECUENCIADO

CACCTGTTGACCGTAACGTACGTGGACCTGGGCAAACGCG.... ...
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®
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PREDICCION ESTRUCTURA
PROTEINAS

PREDICCION FUNCION

GENES

\4

%

Catalasa

APLICACIONES:

DISENO DE FARMACOS, ESTUDIOS EVOLUTIVOS, ETC

Figura 6. Esquema de los métodos de andlisis de la informacion proporcionada por b secuencia de ba-
ses del genoma. Se trata de identificar los genes para predecir a continuacion I estructura y funcion de

las proteinas codificadas,

un proceso conocido como "splicing”
alternativo. Para solventar estos pro-
blemas se han desarrollado una serie
de estrategias basadas en el estudio
de las propiedades estadisticas v com-
posicionales de s molécula de ADN
(13) v el uso de diferentes algoritmos
-¢.¢. programacion dindmica- (14,
Aunque los resultados obtenidos son
prometedores ten la actualidad se
puede identificar correctamente un

+0% de los genes presentes en ¢l ge-
noma), todavia falta un largo camino
por recorrer hasta la identificacion to-
talmente automdtica de los genes.
Una vez analizada la secuencia de
ADN e identificados los genes, el se-
gundo paso en el andlisis de lu infor-
macion genomica consiste en la pre-
diccion de la estructura v funcion de
la proteina expresada por cada gen.
Este paso es crucial para el desarrollo

de cualquiera de las aplicaciones bio-
medicas asocadas al proyecto geno-
ma, va que solo Lt comprension de la
hase moiecular de las patologias pue-
de dar lugar al desarrollo de terapias
adecuadas. Sin embargo, la predic-
cion de fa estructura tridimensional
de una proteina a partir del conoci-
miento de su secuencid de aminodci-
dos -derivada directamente de la se-
cuencta del gen- es probablemente el
problema mis dificil de resolver en
biologia molecular estrucural (15),
Para abordarlo se han desarrotlado
dos familias de métodos: ab initio y
"threading fold recognition®. La pri-
mera familia de metodos se basa en
la construccion de modelos fisico-qui-
micos de las proteinas y cileulos de
minimizacion de energia. Lamentable-
mente, los resultados obtenidos me-
diante estos metodos no son todavia
lo bastante buenos como para permi-
tir su uso generalizado en el marco
de los proyectos genoma. Por ejem-
plo, ni siquiera utilizando las mejo-
res predicciones ab initio del mo-
mento (16) es posible definir correc-
tamente la geometria adecuada del
centro activo de un enzima.

Los métodos de la segunda familia
son totalmente empiricos y se basan
en comparar la secuencia de la prote-
ina "incognita" con la de aquellas pro-
teinas de estructura v funcion conoci-
das. Los resultados proporcionados
por los métodos de esta segunda fa-
milia se han mostrado muy adecua-
dos, siendo capaces de encontrar la
estructura v funcion de un proteina
"incognita" en un 40% - 60% de los
casos problema (17). Sin embargo, la
mejora en la calidad de los modelos
estructurales obtenidos todavia cons-
tituve un desafio importante.

CONCLUSIONES

A lo largo de este articulo hemos in-
tentado demostrar que €l ADN no es
una simple serie de letras que "Onica-
mente determina el orden de los ami-
nodcidos en las proteinas". Se trata
de una macromolécula compleja con
multiples conformaciones estructura-
les. Su estabilidad quimica le ha per-
mitido ocupar un fugar central como
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vehiculo de la informacién genética.
Pero evidentemente esta no es su
Gnica funcién. Aqui hemos pasado re-
vista solamente a unos pocos aspec-
tos de la estructura del ADN y del
andlisis de sus secuencias. El lector
interesado puede ampliar su informa-

cién acudiendo a las citas referencia-
das o también a textos especializados
sobre el ADN (18-21). En cualquier
caso hay atn muchas propiedades
del ADN que no conocemos plena-
mente v que pueden tener aplicacio-
nes insospechadas. Por ejemplo, un

aspecto que no hemos tratado es Ia
posible utilizacion practica de la pro-
piedad de reconocimiento que tienen
las secuencias de ADN, que se ha de-
mostrado (22) puede utilizarse inclu-

so como una computadora
molecularl!. @m
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