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¢Cuales son los principales desafios cientificos de la primera mitad del siglo XXI?
¢Podemos establecer las prioridades para el futuro? ¢Cémo debe abordarlos la
comunidad cientifica?

Este libro presenta las reflexiones del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) sobre 14 temas estratégicos establecidos en funcién de su impacto cientifico e
importancia social.

Se abordan cuestiones fundamentales como el origen de la vida, la exploracién del
universo, la inteligencia artificial, el desarrollo de energias limpias, seguras y eficientes
o la comprensién del funcionamiento del cerebro. El documento identifica desafios
complejos en areas como la salud y las ciencias sociales, y los temas estratégicos
seleccionados abarcan tanto cuestiones basicas como posibles aplicaciones del
conocimiento. En este analisis han participado cerca de 1100 investigadores de mas

de 100 centros del CSIC y otras instituciones (organismos publicos de investigacion,
universidades, etc.). Todos coinciden en la necesidad de adoptar un enfoque
multidisciplinario y en fomentar la investigacion colaborativa que permita poner en
marcha proyectos ambiciosos centrados en temas concretos.

Estos 14 libros blancos, concebidos como marco de referencia para el desarrollo de
la estrategia cientifica de la institucién, permitiran conocer la investigacién que se
realiza actualmente en el CSICy, al mismo tiempo, construir una vision global de lo
que seran los principales desafios cientificos en la proxima década.
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En las tltimas décadas, se han secuenciado por completo los genomas de
cientos de organismos vivos diferentes. La descodificacion de esta gran
cantidad de informacion genética promete desvelar los secretos moleculares
de la vida en nuestro planeta, asi como la base molecular de las enfermedades
humanas. Sin embargo, esto dista mucho de ser trivial, ya que en muchas
especies las secuencias que codifican las proteinas (es decir, los genes) solo
representan una pequefa fraccion de su genoma, mientras que el resto de las
secuencias no codificantes desempefian funciones reguladoras. Ademas,
dentro de los organismos multicelulares, el genoma se utiliza de forma
exclusiva en cada tipo de célula introduciendo modificaciones epigenéticas o
adoptando conformaciones tridimensionales particulares que pueden
afectar a la actividad y expresion de los genes sin cambiar las secuencias de
ADN subyacentes. A pesar de esta complejidad, los recientes avances en
diversas tecnologias omicasy de edicion del genoma han mejorado
notablemente nuestros actuales conocimientos sobre la funcion del genoma.
Por consiguiente, ahora estamos en una disposicion tinica para secuenciar,
analizar y modificar los genomas y, de ese modo, mejorar no solo nuestra
calidad de vida sino también la de nuestro planeta.

| VOLUMEN 3 | PALABRAS CLAVE

‘ genomica H epigenética H epigendomica H epitranscriptomica H arquitectura del genoma ‘

‘ edicién del genoma H genoma no codificante H medicina de precision H metagendmica ‘

‘ microbiota H estilo de vida H genomica medioambiental ‘

Los autores de este volumen sobre genoma y epigenética dedican esta
publicacién ala memoria de José Luis Gomez Skarmeta (1966-2020),
profesor de investigacién del CSIC en el Centro Andaluz de Biologia del
Desarrollo (CABD).

Lluis Montoliu José y Alvaro Rada Iglesias (coordinadores del tema) 9
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CAPITULO1

RESUMEN

Nuestra capacidad para conocer los sistemas
bioldgicos se ve limitada por nuestra capacidad
para identificar, manipular y controlar la
informacidn genética. Sin embargo, en los
ultimos afios, los grandes avances técnicos han
ampliado nuestras capacidades para predecir,
influenciar y comprender la informacién
genomica en practicamente todos los
organismos vivos. La capacidad de identificar
las enfermedades y los rasgos genéticos y
epigenéticos deletéreos redefinira la
investigacion bioldgica y biomédica. Asimismo,
los posibles usos de esta revolucion técnicay
cientifica y la informacion que esta genere
tendréan consecuencias sobre el diagndstico y
tratamiento de las enfermedades y sobre el
proceso de adopcion de decisiones de biologia
reproductiva.

PALABRAS CLAVE

| edicion genética ” edicidn epigenética |

| tecnologias de célula unica ” Omicas |

bioinformatica




CAPITULO 1 Coordinadores

Maria Dominguez
(IN, Alicante, coordinadora)

Pablo Huertas
(CABIMER, Sevilla, coordinador adjunto)

-~
M E T O D O S Investigadores y centros de

investigacion participantes

PARA ANALIZAR | gerotemaiisico

(IBV, Valencia)

Y M O D | Fl C A R José Pascual Lopez Atalaya
Martinez

(IN, Alicante)

E L E N M A Alberto M. Pendas
(CIC, Salamanca)
Lluis Montoliu José

(CNB, Madrid)

Marian Ros
(IBBTEC, Santander)

RESUMEN EJECUTIVO

En las dos altimas décadas, hemos asistido a importantes avances tecnold-
gicos que han anunciado el advenimiento de la era gendmica. Ha habido
notables iniciativas a escala internacional que no solo nos han brindado lain-
formacién gendmica de muy diversas especies, sino que ahora también
de diversos individuos de una misma especie. El desarrollo de las técnicas
omicas (gendmicas, transcriptomicas, epigendmicas, proteémicas, metabo-
lémicas, etc.) también nos aporta varias capas de informacion que analizar.
Y, por ultimo, se ha producido un gran avance al materializarse la posibili-
dad de transformar practicamente cualquier genoma de cualquier especie
avoluntad gracias a la identificacion y popularizacion de las herramientas
de modificacién gendmica. Por lo tanto, actualmente estamos a punto
de ser capaces, por vez primera, de comprender a ciencia cierta la informa-
cién genomica y manipularla para la investigacion basica o aplicaciones
concretas.

En este capitulo, repasaremos el estado actual de los métodos disponibles para
analizar y modificar el genoma. Ademas, identificaremos cuales son los prin-
cipales desafios a los que nos enfrentamos en este ambito y que convendria
acometer en los proximos afios. Entre ellas, destacaremos la necesidad de im-
plantar y mejorar herramientas para extraery leer la informacién proceden-
te de los datos émicos, asi como para modificar el genoma.

Maria Dominguez y Pablo Huertas (coordinadores del capitulo) 11
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Por altimo, analizaremos los puntos fuertes y débiles del CSIC para la inves-
tigacidn en este ambito. E1 CSIC se halla en una posicion excepcional para con-
tribuir a este propdsito, gracias a su dilatada experiencia en ciencias muy di-
versas, desde la fisica hasta la biologia y desde la informatica hasta la quimica,
asi como en una amplia gama de modelos experimentales; y esta disposicion
tan multidisciplinar favorecera el desarrollo de las herramientas menciona-
das. Asimismo, nos consta que en el CSIC existen institutos y laboratorios es-
pecificos que son expertos y referentes mundiales en materias concretas que
resultan imprescindibles para entender el funcionamiento de estas tecnolo-
gias y mejorarlas aiin mas.

12 Meétodos para analizar y modificar el genoma
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VOLUMEN3 | GENOMA Y EPIGENETICA

1.1INTRODUCCION Y DESCRIPCION GENERAL

En el presente capitulo, expondremos nuestra percepcion actual y los desa-
fios que plantearan en el futuro las distintas herramientas de investigacion,
entre las que cabe destacar las siguientes:

e Lasestrategias computacionales y los procedimientos bioinformaticos
e Lasherramientas de modificacion genéticay epigenética
e Los nuevos métodos: por ejemplo, las tecnologias de célula inica

Uno de los mayores desafios que plantea la secuenciacion del genoma com-
pleto reside en la exactitud del ensamblaje de genes grandes y complejos, las
regiones repetitivas, y la anotacién y ensamblaje de todas las variantes gené-
ticas. Todos estos pasos resultan esenciales para analizar exhaustivamente
genomas completos, transcriptomas, epigenomas y la organizacion tridimen-
sional del genoma. Los métodos computacionales deben optimizarse para per-
mitirnos acceder de forma inmediata y sencilla a todos estos datos émicos.
Para que podamos comprender el funcionamiento de la biologia, la salud y la
enfermedad, es imprescindible definir las secuencias y marcas epigenéticas
funcionalmente importantes a partir de datos gendmicos y epigenémicos sin
procesar.

Para ser capaces de extraer informacion pertinente de conjuntos de datos de
tan magnas proporciones e interpretarlos, es preciso que se produzcan avan-
ces determinantes y radicales en los procedimientos bioinformaticos y com-
putacionales de los analisis gendmicos funcionales de alto rendimiento, las
tecnologias 6micas de célula inica y las metodologias de modificacion geno-
mica. Al mejorar e incrementar su exactitud, las tecnologias de modificacion
gendmica, de modificacidén genéticay epigenética de célulainica, y de obten-
cion de imagenes de superresolucion a escala de célula inica y organica nos
brindan oportunidades para cumplir el objetivo de hacer avances notables en
lainvestigacién genética en humanos y otros organismos (tanto modelos como
no modelos).

El progreso en las herramientas de modificacion gendémica esta revolucio-
nando la investigacion genética y ha supuesto un estimulo notable para el
avance de la genética humanay médica. La modificacion del genoma huma-
no pronto sera una realidad en la terapia clinica, sobre todo en el caso de los
tratamientos ex vivo. Ademas, estas herramientas de modificacion también
estan mejorando las anotaciones funcionales del genoma. La anotacion fun-
cional requiere conocer las funciones moleculares, celulares y organicas de

Maria Dominguez y Pablo Huertas (coordinadores del capitulo) 13
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todos y cada uno de los genes de un genoma; asi como comprender el con-
texto en el que los genes funcionan y reaccionan ante los desafios ambien-
tales, y larelacion entre la variacion genética, la epigenéticay, en ultima ins-
tancia, la fenotipica. La anotacidon del genoma humano y de los organismos
y microorganismos modelo y no modelo (por ejemplo, la microbiota) esta
ofreciendo oportunidades sin precedentes para la interpretacion bioldgica
de la actividad gendmica, la evolucién y la diversidad, entre otras cuestio-
nes. Hasta hace pocos afios, lo que ralentizaba la anotacion de los genes fun-
cionales era la disponibilidad de mutantes. La rapidez y la eficiencia de las
tecnologias de modificacion genémica estan potenciando nuestra capacidad
para interrogar a los genomas de cualquier organismo, lo que permite rea-
lizar estudios funcionales con una perspectiva evolutiva. Dichos estudios
pudieran incluir ahora especies que antes no se podian manipular genética-
mente. Asimismo, en algunos casos, pudieran permitirnos llevar a cabo este
tipo de experimentos de modificacidon génica a gran escala. Hasta la fecha,
el andlisis genético de los organismos no modelo ha revestido una gran com-
plejidad, hallevado mucho tiempo y se ha limitado a unas cuantas especies.
Sin embargo, a medida que se vayan secuenciando (asi como anotando y en-
samblando) los genomas de especies nuevas, las nuevas herramientas de mo-
dificacién gendmica seran aptas de inmediato para el analisis genético
funcional.

La plétora de especies que se analizaran en un futuro a corto plazo resultara
util para comprender varios procesos bioldgicos, entre los que se incluyen
la formacidn de patrones (diatomeas y Stentor), la morfogénesis ramifica-
da (Physcomitrella y Ashbya), la regeneracion (ajolotes e hidras), la plurice-
lularidad (Volvox), el desarrollo y la enfermedad humanos (organoides de-
rivados de iPS), el envejecimiento (kilis y ratopines), el cancer (perros, gatos
y ratopines), la complejidad de los ciclos vitales de los parasitos (imalaria),
las infecciones por coronavirus (organoides), la hibernacion (murciélagos),
la adaptacidn a la hipoxia y al frio (marmota), y desde el estrés salino (cul-
tivos) hasta el control de las plagas mas complejo mediante las estrategias
mas innovadoras de manipulacién genética dirigida.

Durante esta actual nueva era de la investigacion bioldgica, surgiran nuevas
herramientas de manipulacion gendmica —con toda probabilidad, guiadas
por el emparejamiento de bases de Watson y Crick— a partir de proyectos
metagendmicos, o dichas herramientas se disefiaran/mejoraran sintética-
mente mediante la intervencion de la inteligencia artificial (IA). Por tanto,

14 Métodos para analizar y modificar el genoma

© CSIC © del autor o autores / Todos los derechos reservados



VOLUMEN3 | GENOMA Y EPIGENETICA

dada la multitud de procesos que se analizaran de novo por primera vez, es
probable que asistamos a una explosion de hitos bioldgicos y avances técni-
co-cientificos sin precedentes histoéricos, cuyo potencial transformador re-
sulta dificil de prever.

El proyecto Genome Project-write (GP-write) es uno de estos avances. El
GP-write generara ingenieria del genoma completo con estirpes celulares hu-
manas y otros organismos de relevancia para la agricultura y la salud publica.
El centro de interés del proyecto Human GP-write (HGP-write) consistira en
sintetizar genomas humanos en su totalidad o en parte, y su ambito de traba-
jo se circunscribira a las células y los organoides derivados. El objetivo prin-
cipal del GP-write residira en ampliar las herramientas de ingenieria genéti-
ca disponibles y en generar informacion que vincule la secuencia de bases de
nucledtidos del ADN con sus propiedades fisioldgicas y comportamientos fun-
cionales para estudiar sus aplicaciones en el ambito de la sanidad, la energia,
la agricultura o la biorreparacion. Para poder descifrar la informacion codifi-
cada en el genoma y el epigenoma y manipular esta informacion con preci-
sidn, se requieren tecnologias que trabajen a escala de célula iinica y a escala
genomica en células tinicas. Dichas tecnologias revolucionaran la capacidad
de traducir la informacidon genémica en una medicina y una asistencia sani-
taria precisas y personalizadas, asi como de manipular el contenido del geno-
ma para definir y conocer el funcionamiento de los genes, las redes genéticas
y las interacciones genético-ambientales.

El uso de nuevas herramientas de modificaciéon genémica —tales como
CRISPR-Cas9, TALENS y las nucleasas con dedos de zinc (ZFN, del inglés
zinc finger nucleases)— para la manipulacion de genomas de célula tinica su-
pondra un desafio considerable, ya que puede aportar informacién trascen-
dental sobre la capacidad por parte de una sola célula de influir sobre las cé-
lulas adyacentes dentro de los mismos tejidos, en otros tejidos o en el
contexto de todo el organismo.

Las tecnologias de célula inica se estan convirtiendo en una herramienta
esencial en los estudios bioldgicos. Estas técnicas nos estan brindando la
oportunidad de estudiar la heterogeneidad celular y de desenmascarar po-
blaciones celulares que antes estaban ocultas. Las tecnologias de célula tini-
ca, unidas alas técnicas de obtencidén de imagenes en alta resolucion —tales
como la superresolucidn, la espectrometria de masas y la secuenciacion pro-
funda— permitiran analizar, identificar y dar a conocer subtipos celulares y
tipos de células poco habituales para estudiar en profundidad la biologia y

Maria Dominguez y Pablo Huertas (coordinadores del capitulo) 15

Copia gratuita / Personal free copy  http://libros.csic.es



DESAFIOS CIENTIFICOS DEL CSIC: RUMBO AL 2030

anatomia patoldgica de las células y los 6rganos. Estas tecnologias poseen
el potencial de revelar los cambios dinamicos que se producen continua-
mente en el tipo/estado de las células alo largo de procesos bioldgicos como
la diferenciacidn, la respuesta inmunitaria o la extensién del cancer. No obs-
tante, los métodos de célula inicay gendmicos de célula tinica también plan-
tean una serie de desafios y limitaciones. Por ejemplo, estan apareciendo
una serie de metodologias de epigendmica de célula tinica, pero ain no se
sabe con claridad cudl sera todo su potencial. La elaboracion de perfiles epi-
genomicos de célula inica de células cancerosas, combinada con otros mé-
todos de modificacion génica y analisis gendmico (secuenciacion ATAC, CU-
T&Tag o scTrio-seq), revolucionara el analisis epigenético y también puede
ser util para modificar células poco habituales, como es el caso de las célu-
las madre cancerosas y las células metastasicas. Hay que desarrollar mode-
los animales validados junto con plataformas de modelos in vitro que ofrez-
can la oportunidad de investigar las interacciones multicelulares y los
procesos dinamicos de varios pasos.

En este sentido, la tecnologia de érganos en chips (OOC, por las siglas en in-
glés de organ-on-a-chip) ha evolucionado a partir de una combinacion de va-
rias plataformas tecnoldgicas para solventar las dificultades de los modelos
convencionales de evaluacidon de farmacos. Los cultivos de organoides supu-
sieron un gran hito en el cultivo in vitro de células tumorales de pacientes y se
estan convirtiendo en la herramienta mas atractiva como plataforma de cri-
bado in vitro.

A continuaciéon resumimos los principales desafios que podemos prever, que
desarrollaremos con mayor detalle en las siguientes secciones:

Desafios de las herramientas de modificacién gendmica:

i. Los métodos tienen que ser solidos, con una elevada eficacia y escasos
efectos colaterales.

ii. Mas alla de la modificacion génica mediante CRISPR: se estan
dedicando esfuerzos a desarrollar sistemas de modificacion genémica
mas innovadores y seguros.

iii. Esnecesario que las metodologias permitan modificar cualquier locus,

independientemente de su posicidn, estructuray secuencias

adyacentes, asi como en células aisladas o en el organismo en células
somaticas y de la estirpe germinal.

16 Meétodos para analizar y modificar el genoma
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Implantacion de nuevos métodos:

i. Manipulacidn precisa del contenido genémico de cualquier célula, in
vivoy en cultivo celular.

i. Herramientas bioinformaticas potentes para interpretar la informacion
almacenada en los genomas, asi como el efecto de la manipulacion para
promover la investigacion sobre la biologia animal y humana, el
comportamiento, enfermedades como el cancer, los trastornos
metabolicos, las enfermedades degenerativas y la longevidad.

ii. Lacombinacion de cultivos de organoides con desarrollos novedosos en

el ambito de la obtencién de imagenes en directo, la ingenieria genética

y los materiales bioldgicos representa una proeza que, en un futuro

muy cercano, influira en nuestra forma de estudiar el desarrollo

humano y de tratar las enfermedades humanas.

1.2 REPERCUSIGN SOBRE EL PANORAMA
DE LA CIENCIA BASICA Y LAS POSIBLES APLICACIONES

Laposibilidad de leer con precision, analizar, interpretar y, por tltimo, contro-
lar a voluntad el genoma y el epigenoma de cualquier organismo parece facti-
ble en un futuro cercano. La adquisicion y el posterior desarrollo de dichas ca-
pacidades daran lugar a una revolucion técnica y cientifica trascendental que
afectara por igual a las ciencias basicas y a las aplicadas. Asimismo, suscitaran
inquietudes éticas sobre la posible utilidad de esta informacion genéticay su
manipulacidén para tomar decisiones terapéuticas, asi como para identificar —y
eliminar— rasgos genéticos deletéreos en las fases embrionarias iniciales. Esto
altimo solo sera posible tras mejorar los métodos actuales y decidir si conven-
dria modificar las leyes que actualmente prohiben, en Espafiay en muchos otros
paises, la modificacion irreversible del genoma de un embrion humano.

Los investigadores basicos se beneficiaran enormemente de estos avances en
lagendmicay la epigenémica para adquirir indicios e informacién nuevos que
ayudaran a conocer los procesos bioldgicos en mayor profundidad y con ma-
yor exhaustividad. Seremos capaces de lo siguiente: interrogar genomas com-
pletos y, ademas, buscar y hallar por medios informaticos los genes o las se-
cuencias genéticas con una mayor probabilidad de estar implicados en el
control de procesos especificos o patoldgicos; extraer informacion valiosa de
las variantes naturales existentes; y analizar y predecir como hacen el entor-
no y las experiencias para controlar la informacion genética e influir sobre
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ella, tanto a escala de las secuencias de ADN como de la epigenéticay de la or-
ganizacidn tridimensional de la cromatina. Conocer y entender esta informa-
cion genética nos ayudarad a dilucidar como se traducen las variantes genéti-
cas y epigenéticas en cambios en el funcionamiento, el rendimiento y el
comportamiento de proteinas especificas, ARN no codificantes o su interac-
cion. Es importante sefialar que la posibilidad de secuenciar el genoma com-
pleto de un animal o una persona a costes cada vez mas asequibles pudiera co-
mabinarse con la modificacién gendmica o epigendmica precisa, lo cual sera
fundamental para el desarrollo de una medicina personalizada y de precision.
La capacidad para demostrar la causay el efecto también revolucionara y guia-
ra los tratamientos personalizados. Asimismo, las técnicas de célula tinica y
de alta resolucion ampliaran el conocimiento actual de varios procesos biolé-
gicos o enfermedades, lo cual nos ayudara a entender las dindmicas y la hete-
rogeneidad bioldgicas que se dan de forma natural y patoldgica. Por lo tanto,
estos avances tecnoldgicos nos permitiran analizar en detalle procesos que
hace tan solo unos afios apenas podiamos vislumbrar.

La mejora de las tecnologias gendmicas y epigendmicas y el analisis con una
resolucion de célula inica ampliaran estas capacidades a practicamente cual-
quier organismo, no solo alos modelo. De este modo, con las nuevas tecnolo-
gias pudieran reformularse y abordarse cuestiones bioldgicas nuevas y anti-
guas. Por ejemplo, la modificacion gendmica mediada por CRISPR/Cas9 ya se
haaplicado con éxito en muy diversos taxones de animales, de hongos, de plan-
tas y de microorganismos (EIMounadi et al., 2020; Lee et al., 2020; Schuster
y Kahmann, 2019; Sun et al., 2017; y Zhang et al., 2018).

Ademas, los nuevos desarrollos permiten ahora manipular las regiones regu-
ladoras del genoma, el epigenoma y el genoma no codificante; identificar las
interacciones de la cromatina; y etiquetar loci especificos para obtener ima-
genes de células vivas y analizar el genoma (Pickar-Oliver y Gersbach, 2019).
La informacién de las interacciones fisicas entre los loci y otras regiones ge-
nomicas loaclizadas distalmente, que se obtiene a través de las interacciones
de la cromatina de largo alcance, también resulta esencial para entender las
dinamicas de la organizacion tridimensional de la cromatina durante la dife-
renciaciony en respuesta a la proliferacion, a los factores de diferenciacion y
alas hormonas (Gutiérrez et al., 2019). El mapeo sistematico de las interac-
ciones de las proteinas y la ARN-cromatina (Sridhart et al., 2017) y la facili-
dad para adaptar las tecnologias a las pruebas de cribado del genoma (o epi-
genoma) completo conformaran una herramienta potente paralainvestigacion
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de fenotipos complejos. El uso generalizado de estas novedosas metodologias
también pondra a disposicion de la comunidad una enorme biblioteca de he-
rramientas de investigacion. Por ejemplo, el ya mencionado proyecto Geno-
me Project-write (GP-write) supondra uno de los muchos avances en esa di-
reccion. Este proyecto de investigacion internacional pretende minimizar el
coste de laingenieria gendmica a gran escala utilizando tanto la modificacion
gendmica como la sintesis a gran escala con estirpes celulares de varios orga-
nismos. Tanto la tecnologia desarrollada al amparo del proyecto GP-write
como las estirpes celulares constituiran un recurso muy valioso para la comu-
nidad. Otras propuestas internacionales semejantes aportaran una solida re-
serva de variantes genéticas para la investigacion.

En cuanto a las posibles aplicaciones de dichas herramientas, la inica limita-
cion reside en laimaginacion de los investigadores. La mejora de las metodolo-
gias de analisis del genoma nos ayudara a comprender la salud y las enfermeda-
des humanas; la forma en que las plantas repercuten sobre el medioambiente y
se adaptan a él; lainteraccion entre el huésped y los patdgenos; la biologia de la
microbiota en el suelo y el intestino; y la aparicion y evolucién de nuevas enfer-
medades como el SARS, el MERS y la pandemia por la COVID-19. La facultad
de predecir y controlar la informacién genémica y epigendmica dependera de
nuestra capacidad para modular el genoma con precision, lo cual ofrece posibi-
lidades prometedoras en lo referente a la reparacion o el restablecimiento de la
actividad genética asociada a determinadas enfermedades (Doudna, 2020; Pic-
kar-Oliver y Gersbach, 2019); 1a edicion del microbioma (Menchaca et al., 2020);
la creacion de cultivos mejorados mediante modificacion genética (Doudna,
2020); y la mejora de los tratamientos veterinarios, lo cual repercutira positi-
vamente sobre el bienestar y la salud de los animales de compafiia y el ganado
(Menchaca et al., 2020); entre otras oportunidades. Asimismo, facilitara la ge-
neracion de animales mutantes para comprender los procesos bioldgicos y crear
modelos de las enfermedades humanas. Estas aptitudes también requeriran
acuerdos internacionales para actualizar las normas éticas que regulan la inves-
tigacidon en gendmica, que deberan tener en cuenta los posibles riesgos y bene-
ficios parala sociedad humanay el medioambiente.

En general, estamos asistiendo a la aparicién de nuevas herramientas que au-
mentaran drasticamente nuestra capacidad para descifrar y modificar la in-
formacidn genética y epigenética, lo cual revolucionara indudablemente va-
rios campos de investigacion que se trataran con mayor detalle en los
siguientes capitulos.
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1.3 PRINCIPALES PUNTOS PROBLEMATICOS

1.3.1 Estrategias computacionales y procedimientos

bioinformaticos

Hacia una definicion mas exacta de lo que es un gen: desde que se acufié el
término gen hace mas de cien afios, su definicidon ha ido evolucionando para
adaptarse a nuestros conocimientos: desde la representacion inicial y abstrac-
tade unaunidad hereditaria empleada por Johannsen a principios del siglo XX,
pasando por la de «un gen, un ARNm, un polipéptido» de los afios 60 hasta el
concepto mas molecular de una secuencia localizada de nucledtidos del ADN
que codificaun ARN, independientemente de que se traduzca o no en uno o va-
rios polipéptidos. De este modo, el término gen se ha flexibilizado y su actual de-
finiciéon molecular se ha vuelto mas compleja. Uno de los mayores desafios en
materia de analisis bioinformatico consistira en adquirir la capacidad de detec-
tary definir genes a partir de una secuencia gendmica en bruto, y buscar y loca-
lizar sus elementos criticos (los puntos de activacion y finalizacion de la trans-
cripcidn, los intrones y exones, y los elementos reguladores), lo cual se complica
aun mas en el caso de los genes anidados y de los genes comprendidos por va-
rios genes no codificantes y elementos genéticos mdviles. Estos andlisis deben
posibilitar la descripcion de todas las variantes de ARN producidas por cual-
quier gen, predecir su(s) secuencia(s) codificante(s) (en el caso de los ARNm),
sus estructuras (en el caso de los ARN estructurales) o sus funciones (en el caso
de los ARNm y los ARN no codificantes [ARNnc]).

Hacia la creacion de herramientas que mejoren el conocimiento sobre el
control de la expresidn génica: las reacciones del sistema biolégico depen-
den en gran medida de cémo se regulen los distintos loci gendmicos de forma
intrinseca y en respuesta a los estimulos ambientales. Por consiguiente, re-
sulta esencial desarrollar nuevas herramientas que nos permitan —a partir de
los datos genomicos en bruto— no solo extraer las secuencias reales de los ge-
nes, sino también predecir cdmo estos pudieran regularse. La informacion so-
bre la secuencia se debera complementar con una caracterizacion total de las
proteinas de la cromatina y sus modificaciones. El desarrollo y la combina-
cién de técnicas que abarcan todo el genoma como, por ejemplo, ChIP-seq,
ATAC-seqy BiSseq, nos estan ayudando a catalogar las proteinas de la croma-
tina y sus modificaciones. El desarrollo de analisis computacionales novedo-
sos para estos datos permite segregar esta complejidad en un nimero discre-
to de estados de la cromatina que, a su vez, revelan cémo la cromatina dirige
funciones tales como la transcripcion y el ARN, el procesamiento y, algo que
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es crucial, la contribucién de la biologia de la cromatina a la enfermedad. Los
nuevos métodos con resolucion de célula inica pudieran discriminar atin mas
los estados transcripcionales entre células individuales (véanse los capitu-
los 4 y 5 para conocer mas detalles sobre estos temas).

Hacia un anadlisis de datos gen6micos en tiempo real potenciado por he-
rramientas bioinformaticas faciles de usar: el uso de herramientas bioin-
formaticas se esta extendiendo rapidamente en la investigacion bioldgica 'y
biomédica. Sin embargo, su uso presenta limitaciones profundas. En primer
lugar, los experimentos émicos generan una cantidad ingente de informacion
que hay que almacenar de forma segura, en un formato y un soporte que se
puedan recuperar de forma rapida y sencilla. Con esta pronunciada y cons-
tante acumulacion de datos, dichos experimentos requeriran una mejora del
hardwarey el software en los préximos afios, y estos avances deberian prove-
nir esencialmente de los ingenieros informaticos. En segundo lugar, una de
las restricciones de muchas herramientas bioinformaticas consiste en que re-
quieren una pronunciada curva de aprendizaje. Aunque algunas herramien-
tas son faciles de conseguir y de utilizar, muchas de ellas estan en desarrollo
continuo y requieren unos profundos conocimientos informaticos. En el fu-
turo, prevemos que esos métodos y estas herramientas de software evolucio-
naran hacia opciones mas eficientes y flexibles, asi como a protocolos mas fa-
ciles de usar, gracias a lo cual se propagara el uso de herramientas
bioinformaticas en la investigacion. Estos temas se trataran exhaustivamen-
te en el capitulo 2.

1.3.2 Herramientas de modificacion genomica

Hacia métodos consistentes, eficientes y especificos: las herramientas de
modificacion genomica deben ser muy eficientes y especificas, y lo ideal es que
sus efectos colaterales sean escasos o nulos. Estos son los principales desafios
alos que nos enfrentamos en la actualidad en lo relativo a la modificacion ge-
nomica eficiente, y se estan dedicando muchos esfuerzos a labusqueda de so-
luciones. La mejora de estos aspectos requiere un conocimiento mas profun-
do de los procesos de reparacion del ADN, ya que la modificacién gendmica se
basa en engafiar a la célula para alterar secuencias gendmicas concretas du-
rante tales procesos. Se ha propuesto o se esta produciendo un sinfin de mo-
dificaciones de las tecnologias CRISPR/Cas para modificar el sistema con el
fin de aumentar su eficacia y/o consistencia. Estas modificaciones son muy di-
versas, y entre ellas se incluyen las del propio sistema CRISPR/Cas9 original
(Kleinstiver et al., 2016), la fusidon con proteinas especificas de reparacion del
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ADN (Charpentier et al., 2018; Jayavaradhan et al., 2019; y Rees et al., 2019),
y lamanipulacién temporal de los procesos de reparacion (Jinek et al., 2013;
Wienert et al., 2020; y Xu et al., 2020a). Asimismo, actualmente se ha enfati-
zado mucho el desarrollo de nuevas herramientas, ya sea mediante la busque-
da de nuevos sistemas de modificacion gendmica naturales y mas eficientes
(véase mas adelante) o mediante la alteracidn directa in vitro de las enzimas
de modificacién gendmica, como sucede al crear derivados de CRISPR/Cas9
que no rompen el ADN (Anzalone et al., 2019; y Komor et al., 2016).

Mas alla de 1a modificacion génica mediante CRISPR: antes de la aparicion
de la tecnologia de CRISPR/Cas9 (Jinek et al., 2012), se implantaron otros
meétodos, como es el caso de las proteinas con dedos de cinc (ZNF) o las nu-
cleasas TALEN, para la modificacion genética (Xu et al., 2020b). Todos ellos
tienen en comun la explotacion de herramientas de biologia molecular ya
disponibles en la naturaleza o derivadas de nuestros conocimientos sobre el
funcionamiento de algunas proteinas nucleares. Por lo tanto, es previsible
que en los proximos afios descubramos nuevas opciones con solo buscar en
distintos organismos. De hecho, ya se utilizan alternativas a la enzima Sp-
Cas9 modificada de Streptococcus pyogenes que se emplea de forma mas ge-
neralizada (Jinek et al., 2012; y Kleinstiver et al., 2016). Se han detectado pro-
teinas Cas9 mas cortas, procedentes de Staphylococcus aureus (SaCas9),
Neisseria meningitidis (NmCas9), Streptococcus thermophilus (St1Cas9) o
Brevibacillus laterosporus (BlatCas9), que se han aplicado con éxito parala
modificacion génica (Xu et al., 2020b). Ademas, a partir de otras bacterias, se
han aislado ortélogos de esta familia de proteinas que también se pudieran
aplicar a tal efecto. Aparte de los distintos ortologos de Cas9, también se han
descubierto otras proteinas Cas, entre las que se incluyen la Cpfl (CRISPR
de Prevotellay Francisella 1, también conocida como Casl2a), y las diversas
variantes de Casl3 y Casl4 (Abudayyeh et al., 2016; Konermann et al., 2018;
Strecker et al., 2019; y Zetsche et al., 2015), algunas de las cuales propician
nuevas aplicaciones innovadoras como es el caso del diagndstico genético
(Gootenberg et al., 2017). Ademas, se ha propuesto que otras enzimas no re-
lacionadas con las proteinas Cas, como es el caso de las enzimas CasX, pudie-
ran llevar a cabo la modificacion genémica guiada por ARN (Liu et al., 2019).
Asi pues, la incorporacion de enzimas del tipo Cas9 alternativas o incluso la
deteccion de sistemas completamente nuevos para llevar a cabo la modifica-
cion génica daran lugar en un futuro cercano a una infinidad de herramien-
tas de modificacion gendmica con capacidades distintas.

22 Meétodos para analizar y modificar el genoma

© CSIC © del autor o autores / Todos los derechos reservados



VOLUMEN3 | GENOMA Y EPIGENETICA

Hacia unas herramientas de modificaciéon gendmica mas flexibles y gene-
rales: las metodologias deberian posibilitar la modificacién de cualquier loci,
independientemente de su posicidn, estructura y secuencias adyacentes, asi
como en células somaticas o de la estirpe germinal de organismos enteros.
Uno de los mayores desafios paralas herramientas de modificacion génica ha
sido ampliar su campo de aplicacién mas alla del cultivo de células in vitro, de
forma que resulten ttiles en aplicaciones médicas y para la creacidon de orga-
nismos modificados genéticamente (Doudna, 2020; Lee et al., 2020; Mencha-
caetal, 2020; Seruggia et al., 2015; Sun et al., 2017; Xu et al., 2019; y Zhang et
al., 2018). En vista del desarrollo y las ventajas que aportan las tecnologias de
modificacion gendmica, en los tltimos afios ha aumentado considerablemen-
te el nimero de estudios en los que se emplea la modificacion genémica para
mejorar los cultivos horticolas. La combinacion de esta tecnologia de modifi-
cacidon gendmica en rapido avance con los cruces genéticos aumentara en gran
medidala produccidn yla calidad de dichos cultivos (Xu et al., 2019). En orga-
nismos modelo como la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster),la capa-
cidad por parte de los investigadores para disefiar modificaciones del genoma
dirigidas en estudios de genes y elementos genéticos se ha visto transforma-
da significativamente por la generacién de moscas transgénicas que expresan
las variantes Cas9 y Cas9 modificadas (Gratz et al. 2013; y Ewen-Campen et
al. 2017) y de transgenes a fin de expresar ARN guia sintéticos (ARNgs) para
la interrupcidn, eliminacion o activacion de los genes. En un futuro cercano,
se dispondra de herramientas que permitan realizar modificaciones genomi-
cas en animales de forma cada vez mas precisa (Lino et al., 2018). No obstan-
te, las herramientas de modificacidon gendmica siguen sufriendo de un com-
ponente secuencia-contexto muy acusado que limita las secuencias que se
pueden delimitar de forma eficiente. Por ello, habra que poder relajar o rom-
per dichas restricciones con el fin de modificar cualquier secuencia dada, in-
dependientemente del contexto gendmico. En este sentido, también sera per-
tinente el desarrollo de nuevos métodos bioinformaticos para mejorar el
disefio y la seleccion de guias de ARN tinicas y mas eficientes que se emplea-
ran en combinacién con las tecnologias de CRISPR-Cas (Oliveros et al., 2016;
y Torres-Pérez et al., 2019).

1.3.3 Nuevos métodos de andlisis y visualizacion del genoma

Cultivos tridimensionales y de organoides: un organoide es una estructura
tridimensional derivada de células troncales y contiene tipos celulares de érga-
nos especificos que se autoorganiza y se asemeja a la caracteristica fisiologica
de dicho drgano (Clevers, 2016; y Yin et al., 2016). La importancia de estos
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cultivos de érganos en placas es que pueden recapitular y, con el tiempo y al ir
mejorando, simular el microambiente natural de un érgano, lo que permite a
los investigadores plantear preguntas mas complejas sobre el funcionamiento
del (epi)genoma humano durante el desarrollo o en reaccién a diversos estimu-
los. Ademas, en la investigacion biomédica, tienen el potencial de crear mode-
los mas exactos de las enfermedades humanas mediante células troncales plu-
ripotentes derivadas de pacientes (Yin et al., 2016) o, en el futuro, de ser una
fuente de drganos para trasplantes en la medicina regenerativa. Los organoides
humanos también pueden superar las diferencias genéticas y de dosificacién
génica que a veces existen entre los humanos y los organismos modelo y que
pueden complicar el estudio de determinados trastornos humanos. Sin embar-
go, el verdadero desafio consiste en crear los propios organoides. Aunque en
el laboratorio se han creado con éxito organoides de varios organos, estos
carecen de la complejidad y organizacion de los drganos reales. Por lo tanto,
lamejorade los organoides supone un desafio importante en el futuro cercano.
Ademas, trabajar con los organoides continua resultando dificil, exigiendo mu-
cho tiempo y esfuerzo y teniendo un coste superior al de los cultivos bidimen-
sionales tradicionales, y su estudio mediante técnicas estandar sigue resultan-
do mas complejo (por ejemplo, se complica al tratar de aplicar dispositivos de
obtencion de imagenes) (Jensen y Teng, 2020).

Nuevos desarrollos en el ambito de la obtenciéon de imagenes en directo: aun-
que larelacion entre las técnicas de adquisicion de imagenes y las herramien-
tas gendmicas no es obvia, existen entre ellas sinergias interesantes que convi-
niera explorar en el futuro. Como ya se ha mencionado, la modificacion gendmica
puede aportar nuevas herramientas para la obtencion de imagenes en directo
al ayudar a etiquetar y visualizar regiones especificas del ADN, lo que, por ejem-
plo, puede mejorar el conocimiento actual de la organizacion tridimensional
del genoma y superar algunas de las limitaciones de los métodos genémicos ma-
sivos (por ejemplo, la heterogeneidad y la dinamica) (revisado en Pickar-Oliver
y Gersbach, 2019). Por otra parte, el desarrollo de la microscopia celulémica de
alto rendimiento pudiera complementar a la perfeccién los datos obtenidos me-
diante técnicas émicas de célula Gnica. Ademas, resultard pertinente para ra-
cionalizar los procedimientos que vinculan los cribados del genoma completo
con los resultados obtenidos mediante microscopia.

Omica de célula inica: la gran ventaja de efectuar analisis émicos de células
sueltas es que permite a los investigadores tener en cuenta la heterogeneidad
natural de los sistemas bioldgicos, ya que, en lugar de promediar la sefial de
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varias células en un solo resultado, se conserva la informacion de cada una de
las células. En la actualidad, poseemos la capacidad de interrogar a células de
manera individual para diversas capas dmicas, ya se trate del genoma, el trans-
criptoma, el epigenoma o el genoma tridimensional (Chappell et al, 2018). A
pesar de ello, aiin quedan desafios por resolver en el futuro. Todavia cuesta
efectuar algunas tecnologias dmicas con una resolucion de célula iinica debi-
do al escaso material bioldgico, por lo que todavia hay margen de mejora en
esa direccion. Se estan implantando métodos de reciente desarrollo para po-
sibilitar un mapeo de alto rendimiento de la expresidn génica a escala de cé-
lula Gnica dentro de los tejidos (transcriptomica espacial). Ademas, el coste
de dichas tecnologias sigue siendo elevado, y habra que mejorar el componen-
te computacional para mejorar el analisis. Por tltimo, la combinacion de va-
rias de estas tecnologias en la multiémica de célula Gnica experimentara un
mayor desarrollo en un futuro cercano (Chappell et al, 2018).
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CAPITULO 2

RESUMEN

Las tecnologias dmicas de alto rendimiento
estan llamadas a revolucionar el ejercicio de la
medicina mediante la implantacion
generalizada de métodos de medicina
personalizada y de precision (MPP) para
adaptar las estrategias de diagnostico,
terapéuticas y de vigilancia a cada paciente en
funcidn de sus firmas genéticas y moleculares.
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RESUMEN EJECUTIVO

Enlaactualidad, la genémica, que se centra en el estudio de genomas comple-
tos y fue la primera disciplina émica en aparecer, se aplica con bastante éxito
para estratificar subtipos de enfermedades (por ejemplo, varios subtipos de
tumores en el cancer) y ofrecer un tratamiento mas personalizado a cada per-
sona. El resto de las recientes tecnologias émicas de genoma completo que
permiten analizar de forma masiva la metilacion del ADN o la acetilacion de
las histonas (epigendmica), el ARNm (transcriptéomica), las proteinas (pro-
tedmica), los metabolitos (metabolomica), etc., todavia se aplican poco en el
ambito clinico y, lo que es mds importante: se suelen estudiar por separado
con métodos distintos, lo cual genera informacién bioldgica fragmentada en
lugar de un conocimiento integrado. Esta escasa integracion de la informa-
cion gendmica en la informacion bioldgica funcional a gran escala resultante
constituye una de las principales limitaciones para extender la medicina de
precision a enfermedades complejas causadas por cambios en la regulaciéon
de los genes o en otros moduladores importantes de los fenotipos y respuestas
celulares, mas que de mutaciones genéticas concretas. De hecho, es habitual que
en las publicaciones se pasen por alto las relaciones entre estas tecnologias,
que ni son independientes ni se suelen tener en cuenta en los analisis. Por
ejemplo, la expresion génica se regula en gran medida por los niveles de me-
tilacion del ADN, pero también por los niveles de proteinas y metabolitos, por
lo que medir cada variable por separado es engafnoso y las observaciones
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resultantes tienden a ser errdneas. Esto es solo un ejemplo de la importancia
de incorporar datos a todos los frentes desde los genomas hasta los fenomas
—y de analizar como se formalizan las relaciones— para materializar por com-
pleto la promesa de la medicina de precision. El analisis integrador de todos
estos datos émicos en el ambito clinico no solo pretende dar con el tratamien-
to adecuado en el momento oportuno para cada paciente, sino también posi-
bilitar suuso en planes individualizados para tratar a poblaciones de alto ries-
go. Este desafio global obliga a incorporar y coordinar recursos de varios
campos (labiologia, la bioinformatica, el anélisis de datos y la medicina) para
superar principalmente cuatro pasos constrictivos: (1) la adquisicion e inte-
gracion de datos; (2) el analisis de datos masivos, incluidas técnicas compu-
tacionales de aprendizaje automatico; (3) la aplicacion de métodos de diag-
noéstico y prondstico a los datos émicos clinicos; y (4) los aspectos éticos
asociados al procesamiento de datos émicos.

32 Tecnologias émicas y medicina de precision
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2.1INTRODUCCION Y DESCRIPCIGN GENERAL

La genomica fue la primera disciplina émica en aparecer y hasta la fecha se ha
aplicado con bastante éxito en el ambito clinico. La secuenciacion del geno-
ma mediante métodos globales amplios (como es el caso de la secuenciacion
del genoma completo [SGC] o de la secuenciacién del exoma completo [SEC])
o dirigidos mas especificos (como es el caso de la secuenciacion de paneles de
genes o de la secuenciacion cromosdmica) ya se ha introducido como tecno-
logia esencial en muchos estudios biomédicos con aplicaciones clinicas, por
lo que ha pasado a la practica médica (Biesecker et al., 2014). En el caso de la
oncologia, por ejemplo, es bien sabido que estas tecnologias se han aplicado
para identificar firmas genéticas especificas, que luego se utilizaron para es-
tratificar alos pacientes con cancer a partir de la identificacion de varios sub-
tipos tumorales biomoleculares, lo que ha aportado perfiles genémicos y tra-
tamientos personalizados para cada paciente (Shen et al., 2015).

Junto con la gendmica, podemos distinguir un repertorio principal del resto de
las tecnologias dmicas que complementan aspectos esenciales de la actividad y re-
gulacion de los genes, los productos génicos y las biomoléculas que acttian en un
sistema vivo. Estas tecnologias 6micas del genoma completo son las siguientes:

i. latecnologia descrita que mide secuencias de genomas completos a
diferentes profundidades (la gendmica);

ii. lastecnologias que miden el estado de metilacion del ADN o las
modificaciones epigenéticas de las histonas (inetilacion, acetilacion, etc.)
(la epigendmica);

i. lastecnologias que miden la conformacion del genoma y la arquitectura
tridimensional (la gen6mica tridimensional);

ii. lastecnologias que identifican las regiones reguladoras y la regulacion
transcripcional (la regulémica);

iii. lastecnologias que miden la expresion global de todos los genes, ya sean
ARNm codificantes o ARNnc (la transcriptomica);

iv. lastecnologias directamente asociadas al proteoma que miden la
presencia y la actividad de proteinas y péptidos y sus modificaciones
postraduccionales (la proteémica);

v. lastecnologias que miden los metabolitos a escala global en las células
(Ia metaboldémica);

iii. lastecnologias que miden las interacciones entre las moléculas en las
células, en diferentes 6rganos, en todo un organismo, o entre organismos
distintos como un patégeno y su huésped (la interactomica).
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Aparte de la gendmica, muchas de estas otras técnicas que abarcan todo el ge-
noma siguen aplicindose escasamente en el ambito clinico y, algo que es im-
portante: la mayor parte de ellas se suelen estudiar por separado, en lugar de
hacerlo forma integrada en las 6micas. La escasa integracion de los datos mul-
tiplexados que se derivan de las diversas tecnologias dmicas constituye una
de sus principales limitaciones y un desafio primordial para ampliar la medi-
cina personalizada y de precisiony, por consiguiente, para tratar de forma efi-
ciente enfermedades complejas y actualmente incurables. De hecho, las aso-
ciaciones funcionales y los vinculos relacionales entre los datos generados por
las distintas tecnologias dmicas no se tratan muy a menudo en las publicacio-
nes cientificas. Sin embargo, esta claro que las diferentes tecnologias émicas,
ya estén centradas en el genoma o arraigadas en él (es decir, en el genoma hu-
mano en el caso de los estudios biomédicos), no son independientes y se las
debe considerar un compendio coherente de metodologias experimentales de
alto rendimiento que aportan datos complementarios para estudiar los siste-
mas bioldgicos a escala global. Por lo tanto, aunque el genoma es la base de to-
dos los estudios émicos, y la gendmicay la epigenética deberian estar ala van-
guardia de cualquier enfoque biomolecular integral que pretenda estudiar un
sistema bioldgico, el analisis integrador de varios tipos de datos 6micos resul-
ta esencial para desarrollar métodos adecuados de diagndstico y prondstico,
encontrar tratamientos personalizados e implementar planes individualiza-
dos para el tratamiento de casos raros o subpoblaciones de alto riesgo.

En conclusion, el poder traslativo de las distintas tecnologias émicas solo se
aprovechara plenamente si se siguen estrategias integradoras, multidiscipli-
narias e interdisciplinarias, lo cual requiere incorporar y coordinar recursos
y conocimientos tedrico-practicos de los campos de la biologia general, la me-
dicina, la bioinformatica, las ciencias informaticas, la ingenieria tecnoldgica
instrumental, la gestidn y el analisis de datos masivos, la deontologia y el de-
recho. Ahora nos centraremos en cuatro areas de trabajo principales que sue-
len constituir pasos constrictivos en el campo de la 6mica: (I) la adquisicion e
integracion de datos; (IT) la gestion y el andlisis de datos masivos; (IT1) la
aplicacion de métodos de diagndstico a la medicina de precision; (IV) los as-
pectos éticos asociados al procesamiento de datos dmicos. Aunque estas areas
de trabajo se abordaran en su mayor parte desde una perspectiva humanay
patoldgica, las cuestiones examinadas se pueden aplicar sin duda al uso de las
tecnologias émicas para el estudio de todos los demas organismos vivos y de
muchos procesos bioldgicos (como se explica en los siguientes capitulos del
presente tema).
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2.1.1 Adquisicion e integracion de datos

Dado que la gendmica es una disciplina que requiere un gran volumen de da-
tos, el tratamiento informatico de estos es igual de importante que los propios
meétodos experimentales. Aunque en otras disciplinas cientificas el procesa-
miento de datos puede considerarse una ayuda para el disefio experimental,
en la gendmica (y en cualquier tecnologia 6mica) constituye un componente
intrinseco, por lo que sin él estos métodos serian inviables. El procesamiento
de las grandes cantidades de datos que generan estos métodos plantea una se-
rie de desafios tecnoldgicos considerables. Del mismo modo, cada vez es mas
habitual obtener datos de diversos métodos drmicos para la misma muestra o
el mismo paciente (multidomica). Aunque cada tecnologia émica aporta un pun-
to de vista diferente sobre el problema bioldgico objeto de estudio, solo a tra-
vés de suintegracion se puede llegar a comprender la complejidad caracteris-
tica e intrinseca de los sistemas vivos.

La genomica plantea algunos de los desafios computacionales mas complejos
alos que tendremos que enfrentarnos en la préxima década. Los requisitos de
procesamiento de datos de la gendmica estan a la altura de otras disciplinas
cientificas que consumen datos con voracidad, como es el caso de la astrono-
miay lafisica de particulas, asi como de las modernas tecnologias de la infor-
macién yla comunicacion (TIC) como, por ejemplo, YouTube o Twitter. Como
sucede en estas disciplinas, el ritmo de generacion de nuevos datos en la ge-
nomica estd aumentando exponencialmente, lo que impone una serie de cam-
bios computacionales (Stephens et al., 2015; y Wong et al., 2019).

Hace cinco afos, habia mas de 2500 secuenciadores de alto rendimiento en
55 paises de todo el mundo. La cantidad total de datos de secuencias produci-
dos se duplica aproximadamente cada siete meses (http://omicsmaps.com/).
Se calcula que, para 2025, se habra secuenciado el genoma del 25 % de la po-
blacién mundial, ya que muchos paises estan llevando a cabo proyectos de se-
cuenciacion masiva debido a todo lo que promete la gendmica para la medici-
na personalizada. Se podria dar incluso el caso de que a muchas personas se
les secuenciara mas de una muestra (por ejemplo, de cancer o de diversos te-
jidos) durante periodos distintos, asi como otros conjuntos de datos émicos
basados en definitiva en la secuenciacion de acidos nucleicos (por ejemplo, la
epigendmica o la transcriptémica). De este modo, incluso en el caso de una
sola persona, el volumen de datos genomicos necesarios para la medicina per-
sonalizada podria ser colosal (Chen et al., 2012). Por otro lado, las tecnologias
de secuenciacion novedosas, tales como la de nanoporos, podrian disminuir
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un poco estas cifras, ya que requieren menos sobremuestreo. Es importante
tener en cuenta que todas estas previsiones se basan en un supuesto de am-
plia adquisicion de datos mediante la aplicacion de las tecnologias actuales,
es decir, que las tecnologias actuales se apliquen en el futuro a mas personas
y muestras, por lo que no tienen en cuentan las eventuales nuevas tecnologias
que podrian cambiar drasticamente el panorama y aumentar aiin mas estas
cifras. Por consiguiente, hace falta una gran capacidad de almacenamiento de
datos para procesar la informacion genémica en bruto. Aunque los algoritmos
de compresién de datos pueden aliviar esto hasta cierto punto, se demostré
que el tiempo de compresion/descompresion puede ser un problema en de-
terminadas situaciones (Loh et al., 2012). En determinadas circunstancias, se
puede prescindir de los datos sin procesar originales o incluso de los genomas
ensamblados y almacenar, por ejemplo, solo una lista de las variantes relati-
vas a un genoma de referencia. Pero esto no es algo generalizado, ya que, por
ejemplo, los genomas cancerosos y otras muestras complejas pueden presen-
tar grandes reordenamientos que no se pueden codificar ni almacenar de este
modo. Un paso prometedor en esa direccion es el uso de graficos genomicos
para representar colecciones de genomas (Rakocevic et al., 2019). Es cierto
que, en el futuro se ird prescindiendo cada vez mas de los datos sin procesar a
medida que vayan mejorando las metodologias para deducir datos de nivel su-
perior a partir de ellos; lo cual conllevara que, por ejemplo, en la transcripto-
mica se almacenen tnicamente los valores de expresion, en lugar de las lec-
turas originales. En cualquier caso, no cabe duda de que, aun con estos
paliativos, el almacenamiento eficiente de estos crecientes volimenes de da-
tos gendmicos supondra un desafio en el futuro.

Con respecto a la distribucion de los datos, en comparacion con otras discipli-
nas y tecnologias, el rasgo distintivo de los datos gendmicos es que se solicitan
y transmiten en unidades que abarcan una amplia gama de tamafios: desde
unas cuantas bases o genes (por ejemplo, para comparar con una base de datos
de motivos o para realizar una buisqueda de secuencias) hasta descargas masi-
vas de repositorios centrales (por ejemplo, para realizar analisis masivos a es-
calalocal). La computacion en la nube puede contribuir a mitigar los requisitos
de transmision de datos, ya que permite ejecutar los analisis en la misma ma-
quina (remota) en la que se encuentran los datos (Marx et al., 2013), por lo que
solo hace falta transmitir el codigo para efectuar los andlisis y los resultados des-
tilados. Otra cuestion que hay que abordar a la hora de encarar la transmision
de datos genomicos es la privacidad, ya que en muchos casos los datos gendmi-
cos médicos confidenciales podrian tener que enviarse a maquinas externas
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para su analisis. En este sentido, hay un método prometedor que consiste en uti-
lizar métodos de cifrado que nos permitan manipular los datos cifrados y efec-
tuar determinadas consultas al respecto sin tener que descifrarlos. Por ejem-
plo, se podrian recuperar las mutaciones o variantes en un punto concreto de
un genoma cifrado sin tener que acceder a toda su secuencia. Aunque son muy
costosos desde el punto de vista computacional, estos métodos podrian facili-
tar la adopcion generalizada de la medicina gendmica al aliviar los problemas
asociados ala privacidad de los datos (Erlich et al., 2014).

2.1.2 Gestion y andlisis de datos masivos

El concepto de datos masivos lleva utilizindose desde hace mucho tiempo,
esta heredado de las ciencias «duras» clasicas (fisica, quimica cuantica, etc.)
y se refiere a la cantidad de datos que genera un experimento en particular.
Los datos masivos requieren la regla de las cuatro «V» para cumplir los requi-
sitos: Volumen de datos, Velocidad de procesamiento de los datos, Variabili-
dad de las fuentes de datos y Veracidad de la calidad de los datos. Dado que la
biologia se ha vuelto cuantitativa desde hace muy poco tiempo, es ahora cuan-
do estamos empezando a alcanzar una masa critica en la disponibilidad de los
datos (Stephens et al., 2015), lo cual se debe en parte alainmensa cantidad de
datos gendmicos producto de la secuenciacion de ultima generacion. En 2019,
teniamos al menos 91 000 secuencias de especies, y las previsiones para el
2025 indican que incluso con las estimaciones mas conservadoras de dupli-
cacion cada 12 meses o cada 18 meses (equivalente a la ley de Moore), debe-
riamos alcanzar la escala de exabases en la gendmica por entrada en la proxi-
ma década (Stephens et al., 2015). En 2015, el Sequence Read Archive (SRA)
ya contenia mas de 3,6 petabases de datos sin procesar de secuencias que re-
flejaban los ~32 000 genomas microbianos, los ~5000 genomas vegetales y ani-
males, y los ~250 000 genomas humanos individuales que se habian secuen-
ciado o estaban en curso hasta entonces. Dado que las capacidades de
secuenciacion se han ampliado considerablemente, de seguir al ritmo actual
duplicandose cada siete meses, deberiamos alcanzar mas de una exabase de
secuencias al afio en los proximos cinco afios y acercarnos a una zetabase de
secuencias para el afio 2025.

Como se ha mencionado anteriormente, también deberiamos tener en cuen-
ta que existe una gran posibilidad de que se haya secuenciado el genoma de
una fraccion considerable de la poblacion humana mundial, por lo que las es-
timaciones se hallan entre los 100 millones y hasta los 2000 millones de ge-
nomas humanos secuenciados para el afio 2025 (lo cual supone un

Javier de las Rivas y Ana Rojas (coordinadores del capitulo) 37

Copia gratuita / Personal free copy  http://libros.csic.es



DESAFIOS CIENTIFICOS DEL CSIC: RUMBO AL 2030

crecimiento de entre cuatro y cinco 6rdenes de magnitud al cabo de diez afios)
(Stephens et al., 2015), lo cual requiere generar nuevos datos de secuencia-
cion varias veces por persona para supervisar la actividad molecular. De he-
cho, este nimero podria crecer aun mas, sobre todo ahora que las nuevas tec-
nologias de secuenciacion de célula inica del genoma estan empezando a
revelar niveles de variacidon que antes resultaban inimaginables (Massoni-Ba-
dosaetal.,2020;y Mereu et al., 2020). Ademads, la tecnologia empleada para
secuenciar el ADN a partir de los genomas se ha ampliado y desplegado de
forma creativa para otras aplicaciones dmicas, algunas de las cuales estan li-
gadas a muy diversos tipos de secuenciacidn de alto rendimiento (como es el
caso de la transcriptémica, la epigendmica o la regulémica), a otras aplica-
ciones basadas en la secuenciacion simultanea de varios genomas (como la
microbiomica y la metagenomica), o a otras basadas en diferentes tipos de
tecnologias de alto rendimiento (como, por ejemplo, la protedmica, la meta-
bolomica, ete.).

Todas estas aplicaciones tecnoldgicas de alto rendimiento requieren una cuan-
tificacion exacta y precisa de la sefial masiva (por ejemplo, miles de millones
de lecturas de secuenciacion) para captar la diversidad de la sefial y la diver-
sidad de las abundancias, lo que requiere millones de puntos de datos para es-
timar con exactitud las distribuciones subyacentes a medida que estas van
cambiando con el tiempo. Estos procedimientos resultan costosos desde el
punto de vista computacional. Por ejemplo, lalectura de variantes en 2000 mi-
llones de genomas al afio, con 100 000 CPU en paralelo, requeriria métodos
que procesaran 2 genomas por horay CPU. Otro ejemplo ilustrativo es que la
alineacion del genoma completo empleada para diversos objetivos (desde la
reconstruccion de la filogenia hasta la anotacion del genoma mediante meto-
dologias comparativas) es una tarea costosa. Una sola alineacién del genoma
completo entre el ser humano y el ratén consume unas ~100 horas de CPU. Por
lo tanto, alinear todos los pares de los aproximadamente 2,5 millones de es-
pecies que se prevé que estén disponibles en 2025 asciende a 50-100 billones
de esas alineaciones del genoma completo, lo que requeriria que su velocidad
fuera seis érdenes de magnitud superior a la actual. Ademas, en el caso de las
aplicaciones médicas y clinicas, no bastara con tener el genoma: con cada per-
sona, este se tendra que acoplar a otros conjuntos de datos 6micos pertinen-
tes, algunos de los cuales se recopilan periddicamente y a partir de diversos
tejidos, para comparar los estados saludables y patoldgicos. En este sentido,
las cuestiones de integracion son muy importantes.
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En lo referente al procesamiento de datos, en la actualidad hay una infinidad
de recursos genomicos de gran tamario en la nube que utilizan paradigmas de
computacion en la nube, especialmente para respaldar los requisitos de los
mayores centros de secuenciacion o para sustentar las necesidades de gran-
des comunidades y proyectos internacionales (por ejemplo, el Atlas del Ge-
noma del Cancer [TCGA], el International Cancer Genome Consortium
[ICGC]yel Sequence Read Archive [SRA], entre otros). Para sacarles el maxi-
mo partido a estos sistemas, se requiere un desarrollo en mayor profundidad
de interfaces de programacion de aplicaciones (API) solidas para descubriry
consultar grandes conjuntos de datos en sistemas remotos. En esta linea, por
ejemplo, la Global Alliance for Genomics and Health (https://www.ga4gh.org/)
adoptd estas normas para los datos gendmicos humanos, y se prevé que la si-
gan otras comunidades semejantes.

Por tltimo, a la hora de compartir y distribuir datos, surgen problemas muy
fundamentales, como es el caso de la autenticacion, el cifrado y otras protec-
ciones de seguridad que hay que desarrollar para garantizar en todo momen-
to la privacidad de los datos gendmicos. A menudo se utilizan varias tecnolo-
gias de ciencia de datos, entre las que se incluyen R, Mahout y otros sistemas
de aprendizaje automatico con tecnologia de Hadoop y otros sistemas muy
escalables. Estos componentes ya se estan desarrollando de la mano de em-
presas de ciencia de datos, Google e iniciativas de cddigo abierto, con un am-
plio grado de éxito. Sin embargo, la gendmica plantea desafios tinicos en lo re-
ferente a la adquisicidn, la distribucion, el almacenamiento y, sobre todo, el
analisis de datos, por lo que probablemente no baste con esperar que se pro-
duzcan innovaciones de fuera de este campo (véanse los desafios).

2.1.3 Aplicacidon de los métodos de diagndstico y prondstico

ala medicina de precision

Lamedicina de precision permite adaptar las intervenciones sanitarias a gru-
pos de pacientes en funcién de su propension a la enfermedad, su diagndsti-
€0 0 su pronostico, asi como su reaccion al tratamiento. De hecho, lo ideal es
que el sistema vincule la analitica, la practica clinica, la investigacion y la cien-
cia de datos con el objetivo de mejorar la eficiencia y la eficacia de la preven-
cion, el diagndstico y el tratamiento de las enfermedades (Ginsburg, 2014; Da-
vid et al., 2015; y Ginsburg y Phillips, 2018).

El desarrollo de metodologias de diagndstico y prondstico requiere compren-
der el procesamiento y la codificacion de informacidn genética, epigenética y
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posgenética, que no puede deducirse inicamente de la secuencia del genoma.
En este sentido, por ejemplo, las proteinas como maquinas moleculares estan
relacionadas mas directamente con los fenotipos de los distintos estados pato-
logicosy, por lo tanto, mas cerca de las vias subyacentes que causan la enferme-
dad. Se espera que las metodologias de diagndstico y prondstico basadas en la
omica mejoren su especificidad y factibilidad, con pruebas tinicas decidir la via
terapéutica, la eleccion del tratamiento o incluso el riesgo de padecer varias en-
fermedades simultaneamente (Slade et al., 2015; y Matthews et al., 2016).

2.1.4 Aspectos éticos asociados al procesamiento

de datos émicos

Nuestro mundo avanza hacia la medicina personalizada y de precision (MPP),
en la que alos pacientes no solo se les acabara tratando en funcién de sus sinto-
mas y enfermedades asociadas, sino también teniendo en cuenta sus variantes
genéticas. Las sutiles variaciones gendmicas podrian tener consecuencias enor-
mes con respecto ala conveniencia o no de prescribir un firmaco a alguien. Por
supuesto, esto también repercute sobre cuestiones posteriores. Habra que edu-
car alos pacientes, darles la debida informacion y aconsejarles que acepten la
posibilidad de acceder de forma regulada a sus genomas para explorar las posi-
bles variaciones beneficiosas o perjudiciales para su salud y sus tratamientos.
Por eso hace tanto tiempo que se pretende llegar a la medicina personalizaday
de precision. Habra que desarrollar medidas para hacer valer y garantizar la pri-
vacidad de los genomas de todos estos pacientes, lo que incluye el uso de méto-
dos de cadenas de bloques (Ozercan et al., 2018; y Kuo et al., 2020).

2.2 REPERCUSIGN SOBRE EL PANORAMA
DE LA CIENCIA BASICA Y LAS POSIBLES APLICACIONES

2.2.1 Adquisicidn e integracion de datos

Esta claro que la principal repercusion con respecto a la adquisicion de datos
omicos esta ligada al desafio de lograr una cobertura adecuada de todas las tec-
nologias émicas (es decir, de llevar a cabo estudios verdaderamente multié-
micos) y lograr una integracion adecuada de las distintas tecnologias émicas
complementarias (dentro de los 8 niveles arriba expuestos). Los estudios mul-
tiémicos, en los que se recuperan diversos conjuntos de datos émicos para la
misma muestra o paciente, son cada vez mas populares (Noor et al., 2019).
Aungque estos conjuntos de datos émicos se analizaron primero por separado
y luego se combinaron los resultados, quedo claro que integrarlos y analizar-
los de forma sinérgica bast6 para poder obtener una imagen bioldgica clara.
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Los métodos de aprendizaje automatico se utilizan a menudo para analizar
conjuntos de datos multiomicos debido a su versatilidad intrinseca para pro-
cesary combinar datos diversos. En este sentido, el aprendizaje a varios nive-
les (Serraet al., 2016) resulta especialmente apropiado para procesar datos de
naturaleza diversa e incluso codificados de forma distinta. Cuando se dispo-
ne de informacidon mecanicista aparte de los propios datos, las redes son el ob-
jeto matematico predilecto para representarla. Pongamos el caso de una re-
presentacion reticular de una via bioldgica conocida con los datos multidomicos
dispuestos en la parte superior de los nodos (genes/proteinas) (Barabasiy Ol-
tvai, 2004). Acto seguido, se emplean métodos basados en redes para minar-
las en busqueda de conocimientos nuevos. De hecho, la interactéomica (que
mide las interacciones moleculares entre proteinas, entre proteinas y ADN o
ARN, o entre cualquier tipo de biomolécula) solo puede estudiarse adecuada-
mente utilizando redes y aplicando la teoria de grafos (De las Rivas y Fonta-
nillo, 2010; y De las Rivas y Fontanillo, 2012), lo cual ha dado lugar al nuevo
campo de la biologia de redes (Barabasi y Oltvai, 2004).

No solo es importante laintegracion de los datos procedentes de las distintas
omicas (es decir, la integracion interémica), sino también la combinacion de
distintas instancias o distintos conjuntos de datos del mismo tipo de datos ge-
nomicos (es decir, la integracion intraémica). Por ejemplo, genomas huma-
nos diferentes producidos con tecnologias de secuenciacion distintas, o dife-
rentes conjuntos de datos transcriptomicos de expresion producidos en
laboratorios distintos con muestras de diversas poblaciones. A este respecto,
deben tenerse en cuenta las cuestiones técnicas relativas a las normas de re-
presentacion de los datos, los identificadores coherentes de las bases de datos
paralas proteinas y los genes, las ontologias para representar el conocimien-
to de forma normalizada, etc.

2.2.2 Gestion y analisis de datos masivos

El analisis de los datos gendmicos conlleva un abanico de métodos muy diver-
so debido ala variedad de pasos que intervienen en la lectura de una secuen-
ciagenomicay la obtencidon de informacion util a partir de ella. En tiltima ins-
tancia, nuestro objetivo es poder interpretar determinados aspectos de las
secuencias genomicas y dar respuesta a diversas preguntas relacionadas con
ellas. Se plantean una serie de cuestiones como, por ejemplo, cdmo se relacio-
nan las mutaciones del ADN, los cambios de expresion u otras mediciones mo-
leculares con el desarrollo, el comportamiento, la evolucién o la enfermedad
desde un punto de vista biomédico.
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La consecucion de este objetivo en el marco de los datos masivos requerira
claramente un planteamiento multidisciplinario que incorpore a varios ex-
pertos del ambito bioldgico y biomédico que formulen las preguntas biomé-
dicas esenciales, asi como a cientificos e ingenieros informaticos capaces de
gestionar y aplicar sistemas de aprendizaje automatico a gran escala en in-
fraestructuras de computacion sélidas, capaces de respaldar consultas flexi-
bles y dinamicas para buscar patrones en compilaciones muy grandes con una
dimensionalidad muy alta. Ademas, los matematicos y estadisticos aportaran
un tercer eje fundamental de este planteamiento multidisciplinario, que re-
sultara esencial para traducir los datos en nimeros y expresiones cuantitati-
vas adecuadas para lograr una verdadera ciencia de datos masivos en la proxi-
ma generacion.

Por otro lado, las recientes reimplantaciones del aprendizaje automatico y la
analitica de datos en los datos gendmicos ha generado la impresion generali-
zada de que dichos métodos son capaces de resolver la mayoria de los proble-
mas sin tener que recurrir a métodos de investigacion cientificos convencio-
nales. No obstante, entender el funcionamiento de la biologia resulta esencial
para interpretar los datos y utilizar adecuadamente estas tecnologias infor-
maticas. De hecho, aunque el aprendizaje automatico lleva existiendo inclu-
so desde antes de que existiera la bioinformatica, llego a integrarse en el cam-
po mediante analisis de secuencias de proteinas hace casi 30 aflos (Rost y
Sander, 1993) para predecir las estructuras secundarias de las proteinas. De
este modo, aunque estos métodos y otros afines se han utilizado profusamen-
te es situaciones practicas, es ahora en los subdominios de la gendémicay la
transcriptomica cuando se ha producido toda una explosion de los métodos
de aprendizaje automatico, que son independientes a la teoria.

Los analisis de datos masivos estan cobrando fuerza en el ambito clinico, por
ejemplo, para predecir los factores de riesgo individuales de los distintos tipos
de enfermedades, para respaldar la toma de decisiones clinicas y para poner en
practicala medicina de precision utilizando informacion genémica (Alonso Be-
tanzos y Bolon Canedo, 2018). En particular, alo largo de la tiltima década, la in-
teligencia artificial (IA) oncoldgica ha contribuido a resolver determinados pro-
blemas biomédicos especificos en estudios sobre el cancer. El aprendizaje
profundo (AP), un subcampo de la IA que es muy flexible, que posibilita la ex-
traccidon automatica de caracteristicas y que se aplica cada vez mas en diversos
campos de investigacion, tanto basica como clinica contra el cancer (Shimizuy
Nakayama, 2020). En general, los estudios de datos masivos y las nuevas
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tecnologias asociadas seguiran encarrilando una investigacion novedosay apa-
sionante que, en ultima instancia, mejorarala atencidn sanitaria y lamedicina,
pero también somos realistas en el sentido de que sigue habiendo dudas sobre
laprivacidad, laequidad, la seguridad y el beneficio para todos (Car et al., 2019).

Otro campo importante en el que los datos masivos podrian ganar peso es la
farmacogendmica, que ha sobrepasado ala farmacogenética, lo cual propicia-
ra nuevas perspectivas para el disefio de farmacos y la identificacion de los
factores de reaccion y resistencia a estos, en cuanto se superen las precaucio-
nes relativas a la recopilacion, el procesamiento, el analisis y la interpretacion
de los datos (Barrot et al., 2019). Por altimo, la proteogendémica (Nesvizhskii,
2014), un enfoque integrador que aina gendmica y protedmica, es un campo
que podria beneficiar enormemente a la medicina personalizada y de preci-
sién (MPP) (Nishimura y Nakamura, 2016), lo cual hace que esta integracion
de datos sea una novedosa fuente de informacion para mejorar el conocimien-
to gendmico de las enfermedades.

2.2.3 Aplicacion de los métodos de diagnéstico

y pronéstico a la medicina de precision

En los ultimos afios, el uso de la espectrometria de masas en los métodos de
diagnédstico y prondstico se ha convertido en una herramienta indispensable,
sobre todo para la busqueda y deteccion de biomarcadores epigenéticos. La
gendmica ha permitido progresar en el mapeo gendémico de las posiciones de
los nucleosomas, en el conocimiento de las modificaciones del ADN y de las
histonas, asi como de los factores ligados a la cromatina (Hawkins et al., 2010;
y Zhou et al., 2011). Sin embargo, sigue habiendo la necesidad de estudiar los
mecanismos mediante los cuales la epigenética puede influenciar o modificar
las funciones bioldgicas, por lo que el uso de la espectrometria de masas y los
métodos protedmicos o peptidomicos tienen una repercusion importante so-
bre lainvestigacion en epigenética, lo cual posibilita el desarrollo de métodos
para la identificacion de las proteinas caracteristicas de la enfermedad y los
péptidos enddgenos. Ademas de participar en el desarrollo de métodos de diag-
nostico y prondstico para mejorar la reaccion al tratamiento, el uso de la pro-
tedmicayla peptidémica permiten conocer mejor la enfermedad y utilizar de
forma mas eficaz los tratamientos modernos (DiMeo et al., 2016). Por ejem-
plo, los métodos de espectrometria de masas han contribuido al desarrollo de
la epigenética del cancer mediante la identificacién de biomarcadores parael
diagndstico y el prondstico, al mejorar la comprension de los mecanismos de
regulacion de la cromatina. En los tltimos afios, ha surgido una nueva area
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denominada proteogenémica, que es un producto avanzado de combinar con
eficiencialas 6micas centradas en el genomay las émicas centradas en el pro-
teoma. Uno de los primeros estudios proteogendémicos pertinentes en el am-
bito biomédico fue el que publicaron Mertins y sus colaboradores que traba-
jaban en el cancer de mama (Mertins et al., 2016). Estos autores demostraron
que el analisis proteogendémico del cancer de mama permite esclarecer las
consecuencias funcionales de las mutaciones somaticas, delimitar las nomi-
naciones de candidatos a genes iniciadores dentro de grandes deleciones ge-
nomicas y regiones amplificadas, e identificar los objetivos terapéuticos.

2.2.4 Aspectos éticos asociados al procesamiento de datos émicos

El procesamiento y la utilizaciéon de los datos gendmicos de los pacientes ten-
dran que llevarse a cabo en cumplimiento de la ley. En Europa, el reciente Re-
glamento General de Proteccion de Datos (RGPD, 2016/679) impone limites es-
trictos y rigurosos a la circulacidon y el intercambio libres de estos datos
gendmicos. Al mismo tiempo, el RGPD concede a los pacientes y a sus asocia-
ciones plenos derechos para gestionar sus propios datos, incluidos los datos ge-
nomicos, que después pueden ofrecerse alos investigadores y alos médicos para
su analisis en mayor detalle. Estas nuevas posibilidades plantean una serie de
desafios alos investigadores y alos médicos, que se enfrentan a la obligacion de
proteger la privacidad de toda la informacion gendémicay, al mismo tiempo, dar
respuesta ala peticion por parte de los pacientes para acceder a sus genomas (0
auna compilacién de genomas de pacientes pertenecientes a una asociaciéon de-
terminada que los represente juridicamente) (Schickhardt et al., 2020). Estos
problemas requieren soluciones urgentes, pues de lo contrario muchos conjun-
tos de datos genomicos ttiles que se conservan en diversas instituciones y pai-
ses permaneceran paralizados y no se podran compartir, por lo que todo el mun-
do saldra perdiendo. Se han presentado algunas estrategias innovadoras, entre
las que se incluyen la Nube europea de investigacion e innovacion sanitaria
(HRIC por sus siglas en inglés; Aarestrup et al., 2020). Tal y como presentan es-
tos autores, la HRIC permitira compartir y analizar datos para la investigacion
sanitaria en toda la UE, de conformidad con nuestra rigurosa legislacién sobre
proteccion de datos, al tiempo que preserva la confianza total por parte de los
pacientes y voluntarios participantes. Del mismo modo, a medida que comen-
cemos a acceder a los genomas de las personas, necesitaremos una estrategia
clara para tratar los resultados incidentales, en lo referente al como y al cuan-
do comunicarlos alas personas (y a sus médicos), concretamente, aquellos que
afecten a las condiciones de salud actuales o futuras de los participantes en es-
tudio o que las pongan en peligro (Ayuso et al., 2015)
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2.3 PRINCIPALES PUNTOS PROBLEMATICOS

2.3.1 Adquisicion cuantitativa, eficiente y segura

de datos 6micos

Las tecnologias émicas se estan convirtiendo en herramientas esenciales en
la mayoria de los campos bioldgicos y biomédicos. Para satisfacer estas nece-
sidades crecientes, hay una serie de problemas y limitaciones que habra que
superar en los proximos afos, entre los que se incluyen los siguientes:

e Reducir los costes de secuenciacion en al menos dos érdenes de magnitud.

e Recopilar otros datos y metadatos asociados a las secuencias.

e Desarrollar nuevos sistemas centrados en el genoma para representar
los datos de secuenciacién mas alla de las cadenas de caracteres.

e Mejorar las tecnologias de almacenamiento de datos (memoria, disco,
etc.) y de transmision (redes).

e Mejorar los sistemas de compresion e indexacion para racionalizar el
almacenamiento y el acceso a los datos.

e Desarrollar la autentificacion, el cifrado y otras protecciones de
seguridad para garantizar la privacidad de los datos.

e Mejorar la dmica cuantitativa (es decir, la medicién de los cambios
cuantitativos) y la émica longitudinal (es decir, la medicion de los
cambios a lo largo del tiempo).

e Mejorar la adquisicion de datos y la integracion de la informacion clinica
y fenotipica en los datos biomoleculares émicos.

e Desarrollar enfoques técnicos y analiticos para combinar conjuntos de
datos intra e interémicos.

2.3.2 La interpretacion: un desafio recurrente

en la bioinformatica

Desde que la biologia empezo a volverse cuantitativa, se depositaron muchas
expectativas en el aspecto computacional y en el nuevo campo de la bioinfor-
matica (Ouzounis, 2012), con laidea ingenua de que los ordenadores resolvie-
ran todos nuestros problemas. La mayoria de las promesas iniciales depen-
dian de lainterpretacion automatica final de los datos (Thornthon, 1998), que
pronto pasoé de ser una expectativa a, en la actualidad, un desafio clave. Lo cier-
to es que la interpretacion de los datos se ha convertido en un desafio recu-
rrente, sobre todo cuando se declard que la integracion de los datos era el pri-
mer cuello de botella. Este desafio inicial lo proclamaron equipos de expertos
en secuenciacion del genoma y bases de datos gendmicas: «managing huge
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data volumes, integrating information from various discovery platforms and
discerning phenotypic implications» (gestionar volimenes de datos inmen-
sos, integrar la informacién de diversas plataformas de descubrimiento y dis-
cernir las implicaciones fenotipicas) (Scherer et al., 2007). En cambio, en al-
gunos ambitos concretos de la gendmica, se ha propuesto desde hace tiempo
que el cuello de botella de nuestros conocimientos es la falta de datos dispo-
nibles. Sin embargo, esto solo es cierto en algunas situaciones porque, por
ejemplo, la disponibilidad de miles de genomas de la poblacion general ha con-
tribuido a revisar la penetrancia de determinadas enfermedades (Check Ha-
yden, 2016) en funcion de la frecuencia de las mutaciones.

Luego viene la hiperexpectacidn. Para ilustrarlo, tenemos el informe de los
llamados «genetic heroes» (héroes genéticos) o «bullet-proof genomes» (ge-
nomas a prueba de balas), 13 personas que deberian estar muertas porque se
encontraron mutaciones mendelianas en sus genomas (Chen et al., 2016). Esto
altimo se refutd por completo, ya que la metodologia y la interpretacion eran
defectuosas y exageradas (MacArthur, 2016). Este polémico ejemplo demues-
tra que el analisis de datos exactos y reproducibles sigue siendo el gran de-
safio de los estudios dmicos a gran escala. A este respecto, en muchos casos,
el incremento del tamafio de la muestra que se suele recomendar no ayudara
aresolver los problemas ligados al analisis y la interpretacion de los datos,
donde la asignacion funcional y bioldgica sigue siendo un paso fundamental.
Por lo tanto, este es probablemente uno de los aspectos mas problematicos en
la investigacién biomédica actual para lograr una verdadera medicina perso-
nalizada y de precision. Por ejemplo, en la gendmica médica, la identificacion
de variantes genomicas en un solo genomay la interpretaciéon correcta de cual
eslarepercusién de una mutacion en concreto siguen siendo muy problema-
ticas. En otras palabras, descubrir si una mutacion en particular es la ver-
dadera causante de un estado patoldgico determinado o no sigue siendo
una cuestion sin resolver. Por lo tanto, aunque los casos obvios vinculados a
enfermedades bien definidas se abordan con facilidad, la gran cantidad de mu-
taciones de importancia desconocida continda resolviéndose incorrectamen-
te, y la eleccion de nuestras herramientas computacionales predictivas y los
datos introducidos afectan en gran medida a los resultados (McCarthy et al.,
2014). De hecho, se ha calculado aproximadamente que faltan las posibles con-
secuencias fenotipicas para la variacion de >75 % de los ~20 000 genes anota-
dos en el genoma humano (Posey et al., 2019), lo cual plantea una situacion
paraddjica, ya que cuantos mas datos tenemos, mas cuesta interpretarlos. En
este sentido, se han desarrollado decenas de métodos bioinformaticos y de
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biologia computacional para dar respuesta a esta cuestion precisamente, lo
cual indica la pertinencia del asunto. De hecho, la evaluaciéon comparativa de
los procedimientos y los anotadores se ha aplicado en entornos clinicos, don-
de los resultados deficientes y el escaso consenso requirieron debates finales
para alcanzar unas directrices consensuadas (Amendola et al., 2016). Este
ejemplo expone un problema comun en la genémica computacional, en el que
el desarrollo o la aplicacién de un método mas no mejora la interpretabilidad
de los resultados, lo cual se debe en parte al hecho de utilizar siempre un ge-
noma humano de referencia, por lo que otro de los desafios clave en la geno-
mica médica estriba en avanzar hacia ensamblajes y andlisis genémicos sin
referencias, o incluso hacia el uso simultaneo de varias referencias aplicando
metodologias de aprendizaje difuso y profundo.

En resumen, los datos masivos bioldgicos solo los pueden gestionar y analizar
de forma eficiente bidlogos computacionales expertos en estrecho contacto con
médicos e investigadores bioldgicos, quienes solo pueden lograr una transi-
cidn desde los estudios de asociacion a los de causalidad trabajando juntos.

2.3.3 Capacidades informaticas (CPU)

Las mejoras en las capacidades de CPU podrian resultar ttiles, pero las ten-
dencias en la potencia de cdmputo suelen estar orientadas a operaciones de
coma flotante y no aportan necesariamente mejoras en el analisis gendmico,
en el que las operaciones de cadena y la gestion de la memoria suelen plan-
tear los desafios mas importantes. Ademas, si se tiene en cuenta el desafio tec-
nolégico, quiza el principal cuello de botella del andlisis de datos masivos en
el futuro no se encuentre en las capacidades de CPU, sino en el hardware de
entrada/salida (E/S) que transporta los datos entre el almacenamiento y los
procesadores, un problema que requiere la investigacion de nuevos algorit-
mos y hardware de E/S paralelos que puedan utilizarlos eficazmente.

2.3.4 Formacion adecuada en biologia, informatica y estadistica

Otro desafio que quedo6 de manifiesto a lo largo del desarrollo del campo fue
el enfrentamiento entre la «automation utopia» (utopia de la automatizacion)
y la «people paradox» (paradoja de las personas): la constatacidon de que la
aplicacién de las ciencias informaticas y el aprendizaje automatico a los re-
sultados bioldgicos provoca un aumento de la demanda de personas bien cua-
lificadas (Miller y Attwood, 2003). Esta constatacion se ha vuelto aiin mas evi-
dente con las competencias necesarias para analizar los datos que tenemos
entre manos. En el caso particular de la gendmica, plantea desafios tinicos en
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lo referente ala adquisicion, la distribucion, el almacenamiento y los analisis
de datos. Debemos afrontar estos desafios nosotros mismos, empezando por
integrar la ciencia de los datos en los planes de estudios de grado, licenciatu-
ray bachillerato para formar a las proximas generaciones de bidlogos cuanti-
tativos, bioinformaticos, cientificos informaticos y bioingenieros. Este desa-
fio concreto quedara muy bien ilustrado en los siguientes capitulos de este
tema, ya que en todas las areas destacadas de la investigacion (epi)gendmica
existe una necesidad apremiante no solo de infraestructura informatica, sino
también de bidlogos informaticos.

Ademas, la falta de pensamiento estadistico es una norma en el campo biomé-
dico y bioldgico, y se hace evidente en lo referente al disefio experimental y
las elecciones de los procedimientos metodoldgicos. Por ejemplo, los valores
de p se emplean profusamente, pero no se suelen entender bien, por lo que
se abusa demasiado de ellos en muchas publicaciones de investigacion biomé-
dica (Leek y Peng, 2015). Ademas, en muchos estudios émicos se suele presen-
tar un escrutinio y un debate muy escaso del disefio experimental necesario
para lograr una significacion estadistica determinada.

2.3.5 Necesitamos la teoria cuando aplicamos la inteligencia
artificial a los datos bioldgicos

Uno de los principales desafios de la investigacidon bioldgica y biomédica es la
heterogeneidad de los datos, ya que todo sistema bioldgico u organismo esta
compuesto por decenas de miles de componentes, y necesitamos conocer las
relaciones entre estos componentes. Ademas, existe una concepcion genera-
lizada de que la inteligencia artificial (IA) solventara la mayoria de los proble-
mas sin ninguna base de la 1dgica cientifica, como si confiar en patrones ocul-
tos nos brindara los resultados que deseamos. Esta concepcidn erronea se ve
acelerada por la facilidad de obtener datos y de aplicar muchos métodos como
cajas negras. Independientemente de la profundidad y la sofisticacion de los
métodos basados en datos —como es el caso de las redes neuronales de apren-
dizaje profundo—, al final tan solo se utilizan para generar unas sencillas cur-
vas de ajuste de los resultados de los datos existentes. No obstante, estos mé-
todos requieren cantidades de datos mucho mayores que las previstas por los
aficionados a los datos masivos para producir resultados estadisticamente fia-
bles. Es mas, en muchos casos se necesita y aiin no se puede sustituir la teoria
con respecto a los métodos, y lo mismo sucede con los conocimientos sobre
los procesos para los que queremos respuestas (Coveney et al., 2016).
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2.3.6 Biomarcadores reproducibles para uso clinico

Aparte de las dificultades para integrar los datos de las diferentes émicas, tam-
bién surgen complicaciones en el descubrimiento y la aplicacion de biomarca-
dores estables y reproducibles debido a las dificultades para manipular mues-
tras heterogéneas, el reconocimiento adecuado de los errores estadisticos en
las identificaciones (es decir, el calculo de las tasas de falsos positivos y falsos
negativos), la posible reactividad cruzada o los factores ocultos en las técnicas,
laidentificacién molecular incompleta, o el analisis e interpretacion final inco-
rrecta de los datos. De este modo, la estandarizacion de las metodologias omi-
cas mediante instrumentos de ultima generacion para evitar la variabilidad de
los procedimientos es una cuestion dificil de superar a fin de implantar con éxi-
to el uso de los biomarcadores recién descubiertos en las aplicaciones clinicas.

2.3.7 Directrices éticas en la era de la dmica

y la medicina de precision

La mejora continua de la tecnologia émica en términos de calidad y rendi-
miento de los datos generados esta revolucionando todos los ambitos de la in-
vestigacion biomédica. Sin embargo, estos rapidos avances también han plan-
teado cuestiones éticas que exigen respuestas, directrices y regulacion:

i.  éQuéhacemos con lainformacion no procesable de una posible
enfermedad identificada en un cribado? {Debemos avisar a los pacientes?

ii. ¢CAOmo se anonimizard esta informacion? Hoy en dia, resulta muy facil
llegar a un nombre o a un cédigo postal utilizando datos genémicos, lo cual
tendra consecuencias en lo referente a la ascendencia, las enfermedades,
etc. 6COmo vamos a encarar esta situacion como sociedad?

iii. Lamedicinade precision debe respetar las preocupaciones éticasy
morales de todos los grupos y culturas, asi como garantizar la seguridad
de la informacion en un entorno en el que los sistemas informaticos de
los hospitales pudieran estar en el punto de mira de ciberataques.

iv. Losinvestigadores y las instituciones, que pueden ser publicas o

privadas, deben proteger la integridad de sus datos y sus estudios, asi

como procurar que los resultados sean reproducibles. Se debe fomentar
el uso de organismos independientes de verificacion y validacion.

Deben implantarse politicas para liberar los datos o regularlos.

Junto con los métodos émicos, los recientes avances en las tecnologias de mo-
dificacién gendmica haran que la medicina de precisién y personalizada sea
una realidad en un futuro préximo. Por ejemplo, pronto se podra modificar el
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genoma de cualquier organismo vivo, incluidos los seres humanos, gracias a
herramientas gendémicas populares, asequibles y eficientes, como es el caso
de CRISPR-Cas, que ya se han presentado en el capitulo anterior (véase el ca-
pitulo 3.1). Tanto si la estrategia perseguida se dirige a las células del pacien-
te ex vivo o in vivo, tendremos que evaluar los aspectos éticos y los posibles da-
fios colaterales no deseados que pudieran interferir en el genoma de las
personas. Los efectos colaterales y el mosaicismo son problemas habituales
no deseados ligados a todo método actual de modificacion gendmica. Las con-
secuencias difieren ala hora de tratar con especies animales o vegetales, o con
seres humanos. Eliminar las mutaciones no deseadas mediante esquemas de
cultivo, seleccionando los individuos mas adecuados, es algo aceptable para
las especies animales y vegetales, mientras que estrategias semejantes resul-
tan éticamente inaceptables para los pacientes. Por lo tanto, es imprescindi-
ble reflexionar sobre el uso responsable en el futuro de las tecnologias de mo-
dificacion gendmica, y esta es una cuestién que habra que abordar.

Los aspectos éticos de nuestra capacidad actual para manipular los genomas
van mas alla de los ejemplos clinicos. En las plantas, la posibilidad de aplicar
mutaciones simples asociadas a rasgos de interés agroecondmico se enfrenta
a problemas éticos y legales en muchos paises, incluida la Unién Europea. La
sentencia del Tribunal de Justicia de la Unién Europea de julio de 2018, en la
que se fall6 que los cultivos modificados gendmicamente no estaran exentos
de cumplir con la Directiva sobre OMG de la UE (2001/18), supuso una bre-
cha clara para el desarrollo de nuevas plantas con el genoma modificado, que
experimentd una acusada penalizacion por esta decision legal. En contraste,
en otras partes del mundo no se dan estas inquietudes y, por consiguiente, sus
posibilidades de comerciar y expandir sus mercados repercutiran negativa-
mente sobre nuestro futuro inmediato en Europa (Hundleby y Harwood,
2019).
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CAPIiTULO 3

RESUMEN

Justo ahora comienza a comprenderse la
organizacion tridimensional (3D) del genoma,
sibien, a pesar de los enormes avances
registrados, ain quedan muchas preguntas
esenciales sin resolver. Es preciso superar
importantes desafios metodologicos y
conceptuales para alcanzar una visién completa
del impacto fisioldgico de la arquitectura
tridimensional del genoma en la salud y la
enfermedad. El CSIC se encuentra en una
posicion privilegiada para abordarlos.
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RESUMEN EJECUTIVO

Nuestros conocimientos sobre la regulacidon de las funciones genémicas se
han beneficiado enormemente del esclarecimiento de la organizacion estruc-
tural del genoma en diferentes niveles. En primer lugar, el descubrimiento de
la estructura del ADN revoluciond la biologia y la medicina de muchas mane-
ras. Asimismo, la identificacion del nucleosoma como subunidad estructural
basica de la cromatina sentd las bases para la comprension de los mecanismos
epigenéticos que resultan fundamentales para la regulacion de las funciones
del genoma, desde la transcripcion del ARN y la replicacion del ADN, su re-
combinacion y reparacion, hasta la segregacion de los cromosomas y la esta-
bilidad del genoma. En afios mas recientes, se ha consolidado la organizacion
jerarquica de la estructura de la cromatina dentro del nucleo celular. Los agru-
pamientos de nucleosomas, los bucles de cromatina, los dominios asociados to-
poldgicamente (TAD, por sus siglas en inglés), los compartimentos y los terri-
torios cromosOmicos aparecen como niveles de organizacion que, en ultima
instancia, conforman la organizacion tridimensional (3D) del genoma en el nt-
cleo. Descifrar la arquitectura tridimensional y la dindmica conformacional del
genoma con una resolucion a nanoescala tendra un impacto importante en
nuestra comprension de cémo se establecen y mantienen los programas de de-
sarrollo y diferenciacion en la célula, la respuesta adaptativa de los sistemas
bioldgicos a los cambios ambientales y la etiologia de las disfunciones del
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genoma, en particular, las que derivan en las enfermedades. Sin embargo, atin
quedan muchas preguntas por esclarecer. Los actuales enfoques experimen-
tales solo permiten abordar unos pocos aspectos de la organizacion tridimen-
sional de la cromatina y, en su mayor parte, solo se aplican a tipos celulares
abundantes, lo que conduce a una vision atiin incompleta, estatica y con toda
probabilidad distorsionada de la estructura tridimensional del genoma. Tam-
bién falta un marco tedrico para comprender las fuerzas y los principios que
rigen el plegado de la cromatina. Por otra parte, la caracterizacion de la ma-
quinaria macromoleculary de los mecanismos implicados en el establecimien-
to y mantenimiento de la organizacién tridimensional de la cromatina sigue
siendo esquiva. Es mas, los pocos trabajos comparativos realizados hasta aho-
ra estan revelando importantes diferencias sobre como las distintas especies
eucariotas estructuran su cromatina en el espacio nuclear. Y por altimo, pero
no por ello menos importante, las consecuencias funcionales y evolutivas de
la organizacién tridimensional del genoma y sus efectos causales en los pro-
cesos basados en plantillas de ADN son todavia poco conocidos. Para hacer
frente a estos desafios se requiere un planteamiento totalmente interdiscipli-
nario que implique el uso de enfoques moleculares, celulares, genémicos, ge-
néticos, evolutivos, biofisicos, fisicos, de imagen y computacionales. Nuestro
objetivo final se centra en la construccion de modelos mecanicistas preci-
sos y predictivos que describan la arquitectura tridimensional del geno-
ma y descubran su relevancia funcional en la salud y la enfermedad. Mu-
chos equipos del CSIC demuestran una amplia experiencia en estos campos,
lo que hace que este organismo se encuentre en una buena disposicion para
abordar con éxito el desafio.
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3.1 INTRODUCCIGN Y DESCRIPCION GENERAL

Existe unarelacion intima entre la estructura y la funcién del genoma que atin
no se comprende del todo. En su mas alta resolucion, el nucleosoma represen-
ta la subunidad estructural basica de la cromatina y su descubrimiento fue
esencial para el hallazgo y posterior comprension de los mecanismos epige-
néticos que ahora sabemos que son fundamentales para todos los aspectos de
la funcién del genoma (es decir, la transcripcidon del ARN, la replicacion del
ADN, la recombinacion, la reparacion, la segregacion de los cromosomas y la
estabilidad del genoma). Mas recientemente, los avances tecnoldgicos nos han
proporcionado una vision mas completay global de la organizacién tridimen-
sional de la cromatina dentro del nticleo celular. Segtin esta imagen emergen-
te, lanecesidad de empaquetar grandes genomas eucariotas dentro de la di-
mension limitada del nacleo se cumple a través de la organizacion jerarquica
del ADN en estructuras de creciente compactacion y complejidad. La repeti-
cion mondtona de nucleosomas a lo largo de la molécula de ADN constituye
la organizacion estructural basica de la fibra de cromatina. Las fibras de cro-
matina se pliegan con posterioridad en niveles de organizacion estructural de
orden superior que actuan a escalas genomicas crecientes. El analisis de mi-
croscopia de superresolucion ha demostrado que la interaccion con las histo-
nas de enlace H1 da lugar a la formacion de aglomeraciones de nucleosomas
de tamafio variable (Ricci et al., 2015). Por otra parte, la captura de la confor-
macién del cromosoma (3C) y las aproximaciones de imagen han revelado dos
niveles adicionales de plegado de la fibra de cromatina, a saber, los dominios
asociados topoldgicamente (TAD) y los compartimentos. Los TAD son regio-
nes genomicas aisladas que interactiian entre si en la escala de unas pocas ki-
lobases (kb) a megabases (Mb) (Dixon et al., 2012; Nora et al., 2012), mientras
que los compartimentos reflejan la agrupacion espacial de grandes regiones
gendmicas, de decenas a cientos de Mb, que comparten estados epigenéticos
similares (Bonev et al., 2017; Lieberman-Aiden et al., 2009; Rao et al., 2014).
Ademas, el uso de sondas fluorescentes de pintado de cromosomas comple-
tos desveld que los cromosomas ocupan zonas discretas dentro del espacio
nuclear (Kempfer y Pombo, 2020). Estas estructuras, conocidas como terri-
torios cromosomicos, mostraron una mezcla limitada entre ellas y parecen
distribuirse en posiciones preferentes dentro del nticleo. Los cromosomas
grandes, pobres en genes, se localizan preferentemente en la periferia del ni-
cleo —cerca de la lamina nuclear—, mientras que los cromosomas pequeilos,
ricos en genes, se suelen localizar en la parte central del nucleo.
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Cabe la posibilidad de que la arquitectura tridimensional del genoma
desempeiie importantes funciones reguladoras. Aunque los papeles cau-
sales directos en la funcion bioldgica siguen siendo escasos, la estructura tri-
dimensional guarda una estrecha correlacion con la funcion del genoma. En
particular, se han descrito dos tipos principales de compartimentos: el com-
partimento A que corresponde a las regiones eucromaticas transcripcional-
mente activas marcadas con modificaciones de histonas activas, y el compar-
timento B formado por la heterocromatina transcripcionalmente silenciosa
decorada con modificaciones de histonas represivas. En este sentido, se ha
planteado que los TAD representan unidades reguladoras fundamentales en
las que tienen lugar la mayoria de las interacciones entre los potenciadores y
sus genes diana. Ademas, durante el desarrollo del embrion de Drosophila,
no se detectan signos de plegado tridimensional de la cromatina hasta que el
genoma cigdtico se vuelve transcripcionalmente activo en la transicion ma-
terno-cigotica (Hug et al., 2017). No obstante, las pruebas que relacionan la
estructura tridimensional y la transcripcion estan lejos de ser concluyentes.
Varios estudios han analizado los efectos de la inhibicion de la transcripcion
sobre la organizacion tridimensional de la cromatina. En las bacterias C. cres-
centus y B. subtilis, la inhibicion de la transcripcion provoca una pérdida de
dominios de contacto (Le et al., 2013; Wang et al., 2017). Sin embargo, expe-
rimentos similares realizados en Drosophila sostienen que la transcripcion
en si misma no es necesaria para la organizacién en TAD y compartimentos
(Hug et al., 2017). Por este motivo, se sigue debatiendo si el plegado tridi-
mensional es una causa o una consecuencia de la funcion.

La conservacion evolutiva de la organizacion tridimensional de la cromati-
na también se estd sometiendo a una intensa investigacion. Se han observa-
do dominios de autointeraccidn similares alos TAD en una gran variedad de
organismos, desde mamiferos y otras especies animales —es decir, Drosophi-
la (Rowley et al., 2017; Wang et al., 2018b)—, hasta plantas y hongos (Dong et
al., 2017; Hsieh et al., 2015; Mizuguchi et al., 2014; Ricci et al., 2019; Wang et
al., 2018a; Winter et al., 2018) e incluso en bacterias (Dame et al., 2020; Le et
al., 2013). En este sentido, parece que se ha conservado a través de la evolu-
cion un mecanismo primordial que pliega las grandes moléculas de ADN de
los genomas en dominios enlazados. Este mecanismo ancestral se basaen la
actividad de los complejos SMC (es decir, cohesina, condensina) y de las to-
poisomerasas del ADN de tipo 11, que siguen estando presentes en bacterias,
arqueas y eucariotas. No obstante, muchas caracteristicas de la organizacion
tridimensional de la cromatina estan lejos de conservarse universalmente.
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Una mejor comprension de los factores y mecanismos implicados en el esta-
blecimiento o mantenimiento de la organizacion tridimensional de la cro-
matina debe ayudar a aclarar estas cuestiones.

A pesar de los enormes avances en el estudio de la arquitectura tridimensio-
nal del genoma que hemos presenciado en los tltimos afios, muchas pregun-
tas esenciales siguen sin respuesta. Los métodos relacionados con la captu-
ra de la conformacién de los cromosomas (3C), concretamente el método
Hi-C, han mejorado en gran medida nuestra comprension actual de la orga-
nizacion tridimensional de la cromatina, en particular en el ambito descrip-
tivo. Sin embargo, el Hi-C (y otros métodos relacionados con la 3C) tiene li-
mitaciones intrinsecas, ya que proporciona mediciones estaticas, de
promedio poblacional (en masa) y emparejadas de las interacciones fisicas
entre pares de secuencias en todo el genoma, lo que en principio pudiera en-
mascarar o distorsionar principios fundamentales de la organizacion del ge-
noma. A este respecto, las caracteristicas estructurales reales de los TAD si-
guen siendo objeto de debate. Por tanto, existe una gran necesidad de
desarrollar metodologias novedosas que nos proporcionen una vision mas
dindamica, unicelular y multidireccional de la arquitectura tridimensional
del genoma sin perder las propiedades de genoma completo y alta resolu-
cién de los datos de Hi-C.

También falta un marco tedrico para comprender las fuerzas y los princi-
pios que rigen el plegado de la cromatina. Por otra parte, la caracterizacion
de lamaquinaria macromolecular y de los mecanismos implicados en el esta-
blecimiento y mantenimiento de la organizacion tridimensional de la croma-
tina sigue siendo esquiva. Ademas, los pocos trabajos comparativos realiza-
dos hasta ahora estan revelando importantes diferencias sobre cémo las
distintas especies eucariotas estructuran su cromatina en el espacio nuclear,
pero no se conocen bien las bases moleculares de estas diferencias. Y por tl-
timo, pero no por ello menos importante, las consecuencias funcionales de la
organizacion tridimensional del genoma y sus efectos causales en los proce-
sos basados en plantillas de ADN son todavia poco conocidos. A continuacidn,
repasamos nuestros actuales conocimientos sobre la organizacion tridimen-
sional del genoma y esbozamos los principales desafios metodolégicos, con-
ceptuales y traslacionales a los que se enfrenta este campo.
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3.2 IMPACTO EN EL PANORAMA DE LA CIENCIA BASICA
Y EN LAS POSIBLES APLICACIONES

3.2.1 Desafios técnicos y metodoldgicos

Los métodos actuales para el estudio de la estructura tridimensional del cro-
mosoma y del genoma se basan en unos pocos enfoques experimentales,
principalmente la microscopia de superresolucion y Hi-C. Estas metodolo-
gias presentan limitaciones, sesgos y dificultades técnicas que pueden en-
sombrecer y desdibujar los resultados obtenidos. De hecho, los métodos ba-
sados en Hi-C se fundamentan en la fijacion y ligadura de regiones gendmicas
en estrecha proximidad tridimensional. Pero la necesidad de ligadura tam-
bién halimitado laresolucion y ha impedido que las regiones que se encuen-
tran fuera del rango de ligadura se incorporen a la estructura general. Ade-
mas, la fijacion depende de los procesos quimicos y, por tanto, puede revelar
solo un subconjunto de interacciones. Las interacciones metafisicas o tran-
sitorias pueden pasar desapercibidas o estar infrarrepresentadas. Por otra
parte, las matrices Hi-C, a partir de las cuales se infieren los TAD, no repre-
sentan los contactos de cromatina presentes en una sola célula, sino que re-
flejan conjuntos de eventos de coligacion generados durante multiples pro-
cesos dinamicos (es decir, extrusién de bucles, transcripcion, remodelacién,
etc.), que se encuentran en diferentes posiciones en distintas células. Los
métodos de microscopia de superresolucion superan algunas de estas limi-
taciones ya que, en principio, permiten la visualizacidon dinamica de células
individuales. Sin embargo, la deteccidon de agentes especificos (epitopos 'y
etiquetas proteicas, secuencias de ADN, etc.) esta limitada y condicionada
por el nimero de sondas disponibles (colorantes, fluoréforos, anticuerpos,
oligonucledtidos,...) y su capacidad para producir sefiales sostenidas y cuan-
titativas. Y lo que es mas importante, solo hay unos pocos métodos de ima-
gen de células vivas que puedan utilizarse para analizar las distancias fisi-
cas a lo largo del tiempo dentro de las células individuales. Por tltimo, las
actuales tecnologias Hi-C y de superresolucion no pueden trazar ain el re-
corrido de las moléculas individuales de ADN ni la arquitectura interna de
los conjuntos macromoleculares in vivo, que exigen una verdadera resolu-
cion a escala nanométrica. Los esfuerzos futuros deben centrarse en imple-
mentar o combinar métodos que nos proporcionen una vision de todo el ge-
noma, de alta resolucién, multidireccional, unicelular y dinamica de la
organizacion tridimensional del genoma. A continuacion, analizamos los
desarrollos metodoldgicos para abordar estos desafios.
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I. Técnicas de imagen

Lamicroscopia electrénicay de superresolucion se han utilizado para diseccio-
nar las caracteristicas genomicas, incluidas las técnicas de imagen de superre-
solucion especifica de la secuencia de los dominios de contacto (Boettiger et al.,
2016; Ou et al., 2017). Estos estudios de superresolucion han proporcionado los
primeros atisbos de la naturaleza fisica de los dominios de contacto, como sus
volumenes y formas. Es mas, los métodos de microscopia de superresolucion
que utilizan oligonucleétidos derivados de matrices, como OligoSTORM y Oli-
goDNA-PAINT, pueden emplearse para obtener una vision de alta resolucion,
de célulaiinica y multidireccional del plegado del ADN en cualquier tipo de cé-
lula o tejido de interés (Bintu et al., 2018; Mateo et al., 2019). Asimismo, estos
novedosos métodos de imagen pueden combinarse con el de RNA-FISH para
analizar al mismo tiempo la transcripcion en curso. No obstante, estos métodos
siguen ofreciendo una cobertura gendémica limitada, dado el acotado nimero
de oligos que pueden utilizarse, el tamafio restringido y el nimero de regiones
que pueden analizarse al mismo tiempo, asi como el nimero finito de células
que pueden controlarse. Las mejoras en la obtencion de imagenes multicolor
de células vivas y laimplementacion de nuevos enfoques que emplean técnicas
de imagen basadas en CRISPR-Cas9 (Chen et al., 2013), asi como estrategias de
codigo de barras basadas en colorantes (Beliveau et al., 2015) también pueden
aumentar en gran medida nuestra comprension de la organizacion tridimen-
sional del genoma en células individuales. Otra limitacién importante de los
métodos descritos con anterioridad hace referencia a que proporcionan unavi-
sidn estatica de la estructura tridimensional. Sin embargo, teniendo en cuenta
que las interacciones ADN-proteina y proteina-proteina que controlan el ple-
gado del ADN son muy dinamicas, lo mas ldgico es que la arquitectura del geno-
ma también lo sea. Los métodos basados en el etiquetado de loci de interés (por
ejemplo, el sistema de etiquetado MS2) pueden utilizarse para analizar la dina-
mica de la organizacion tridimensional del genoma en células vitales individua-
les (Alexander et al., 2019; Fukaya et al., 2016). Lamentablemente, estos méto-
dos adolecen de una cobertura y resolucion gendmica limitadas.

II. Hi-C

Hastalafecha, la mayoria de los datos de Hi-C generados se basan en pares de
contactos. Las nuevas tecnologias debieran permitir el analisis de los multi-
contactos, asi como de las interacciones intercromosdmicas, que hoy en dia
creemos que son menos frecuentes, pero que bien podrian ser indetectables
con las tecnologias actuales. Recientemente se han establecido métodos ba-
sados en la secuenciacion, ortogonales a Hi-C (por ejemplo, GAM o SPRITE),
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que pueden proporcionar perfiles del genoma completo, de alta resolucion y
multidireccionales de la organizacién tridimensional del genoma (Beagrie et
al., 2017; Quinodoz et al., 2018). Ademas, estos nuevos métodos parecen espe-
cialmente adecuados para detectar contactos intercromosémicos de muy lar-
go alcance. Por desgracia, al igual que el Hi-C, estos métodos se basan en me-
diciones del promedio poblacional en cientos o miles de células. Por otro lado,
aunque los métodos Hi-C de célula iinica ya se han implementado, siguen ado-
leciendo de una baja resolucion y de mediciones por pares de las interaccio-
nes fisicas (Nagano et al., 2013). Las mejoras en cualquiera de estos aspectos
de la metodologia tendran importantes repercusiones en nuestra compren-
sion de la arquitectura tridimensional del genoma.

I11. Modelado

Otro desafio consiste en reconstruir modelos tridimensionales de alta resolu-
cion de grandes genomas a partir de datos de Hi-C, lo que resulta necesario para
estudiar las interacciones detalladas entre genes y elementos reguladores. La
enorme complejidad temporal y la escasez de datos asociados al modelado de
alta resolucion resultan limitaciones importantes. A pesar de la mejora en los
enfoques de modelado de estructuras tridimensionales, la falta de una estruc-
tura real con la que contrastar estos modelos sigue suponiendo un desafio. En
particular, hoy dia resulta dificil confirmar la verdadera capacidad de modela-
do de los métodos tridimensionales del genoma. Ademas, dada la posible cone-
xién de la alteracion de la estructura tridimensional del genoma con las enfer-
medades, es importante que cientificos biomédicos puedan utilizar facilmente
en sus investigaciones los métodos de modelado tridimensional del genoma.

IV. Criomicroscopia electrénica (crioME)

Actualmente, se estd produciendo una revolucién en la caracterizacion de
grandes complejos macromoleculares basada en la criomicroscopia electro-
nica (Bai et al., 2015). No queda claro si estos métodos pueden ampliarse para
estudiar grandes dominios cromosdmicos dentro de las células. Sin embargo,
cabe la posibilidad de que los métodos de crioME mejorados y adaptados sean
esenciales para desentranar la estructura de los complejos proteicos que re-
sultan fundamentales para la organizacion tridimensional del genoma.

V. Separacion de fases
Uno de los desafios consistird en conciliar la existencia de los dominios de cro-

matina y los TAD mapeados a partir de los datos de Hi-C con la presencia de
condensados u organulos nucleares sin membrana formados a partir de
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diferentes tipos de procesos de separacion de fases. Hay que esforzarse en el
desarrollo de técnicas que permitan la caracterizacion molecular de estos con-
densados in vivo, con lo que se conseguiria su visualizacidon en el interior de
las células, el aislamiento de su contenido y el mapeo preciso de sus interac-
ciones tridimensionales. Sin duda, esto constituye un gran desafio debido ala
naturaleza transitoria, heterogénea y dinamica de estas estructurasy, por lo
tanto, requiere un enfoque multidisciplinario y una estrecha colaboracién en-
tre biodlogos celulares, fisicos y quimicos, lo cual es fundamental en el desarro-
llo de nuevas tecnologias que permitan abordar estas cuestiones.

VI. Topologia del ADN

Las tecnologias actuales de Hi-C y de imagen no pueden trazar aun la trayecto-
riade las moléculas individuales de ADN. Por ese motivo, se requieren metodo-
logias novedosas basadas en el andlisis topoldgico del ADN intracelular para in-
ferir como se deforma la trayectoria de las moléculas de ADN (es decir, la torsion
helicoidal del ADN y la flexion axial) mediante elementos individuales de la cro-
matina in vivo. Las fuerzas que actian sobre las moléculas de ADN afectan al
equilibrio conformacional e impulsan las transiciones de la arquitectura de la
cromatina. Este es el caso de la superhelicidad (tension doble helicoidal) del
ADN generada durante las transacciones del genoma (transcripcion, replica-
cion), que se propaga e interactia de manera profunda con la estructura y la
funcion de la cromatina. La forma de evaluar la tension superhelicoidal del ADN
intracelular ha supuesto un desafio desde hace mucho tiempo.

VII. Estudios in vitro

Otro desafio tiene que ver con la reconstruccion in vitro de los conjuntos ma-
cromoleculares que dirigen/reflejan los estados de plegado de la cromatina
(complejos SMC, remodeladores de la cromatina, agentes de condensacion y
transicidn de fase), y el posterior analisis de sus propiedades fisicoquimicas y
mecanicistas (pinzas dpticas y magnéticas, AFM, crioME, topologia del ADN,
bioquimica de las enzimas, etc.).

3.2.2 Factores y mecanismos que rigen la arquitectura
tridimensional del genoma

La mayor parte de lo que sabemos sobre la organizacion tridimensional del ge-
nomay sus mecanismos moleculares subyacentes procede del estudio de los
vertebrados, especialmente los mamiferos, y de un pufiado de especies modelo
adicionales, en particular la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. En esta
seccion, revisaremos brevemente los mecanismos que se conocen para
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controlar los diferentes niveles de plegado tridimensional del genoma en los
vertebrados y su posible conservacién a través de la evolucion. Y lo que es mas
importante, también pondremos de relieve importantes cuestiones mecanicis-
tas que siguen sin resolverse. Aunque cabe la posibilidad de que la arquitectura
tridimensional del genoma afecte a todos los procesos basados en el ADN, aqui
nos centraremos preferentemente en la transcripcion durante la interfase.

I. TAD y compartimentos

Aunagran escala genomica (de decenas a cientos de Mb), los estudios de Hi-C
revelaron que los cromosomas se organizan en compartimentos que resultan
de la agrupacién espacial de regiones gendmicas con un estado de la cromati-
naytranscripcional similar (Bonev et al., 2017; Le et al., 2013; Rao et al., 2014).

Se han descrito dos tipos principales de compartimentos: el compartimento A
incluye loci genémicos ricos en genes, transcripcionalmente activos y marca-
dos con modificaciones activas de las histonas (por ejemplo, H3K27ac o H3K-
4me2/3); y el compartimento B esta formado por loci pobres en genes, trans-
cripcionalmente silenciosos y marcados con modificaciones represivas de las
histonas (por ejemplo, H3K9me2/3 o H3K27me3). El compartimento B pue-
de subdividirse a su vez de esta forma: (i) loci de heterocromatina constituti-
va, que se suelen encontrar en la periferia del nucleo (como parte de los do-
minios asociados a la lamina [LAD]) y en los nucléolos, marcados con
H3K9me2/3y con ADN hipermetilado; (ii) loci de heterocromatina facultati-
va, que estan unidos por complejos de proteinas PcG, con ADN hipometilado
ylocalizados en el interior del nucleo.

En la submegabase (de decenas a cientos de kb), los compartimentos pueden
subdividirse en TAD (Dixon et al., 2012; Nora et al., 2012). Los TAD estan se-
parados unos de otros por sus limites o fronteras, que suelen coincidir con los
sitios de union de CTCF y, en menor medida, con los genes de mantenimien-
to, los genes de ARNt y las repeticiones de SINE (Dixon et al., 2012). Es im-
portante destacar la propuesta de que los TAD representan unidades regula-
doras fundamentales en las que tienen lugar la mayoria de las interacciones
entre los potenciadores y sus genes diana. Por consiguiente, los TAD podrian:
(@) facilitar las interacciones entre los potenciadores y sus genes diana; y (ii)
aislar a los genes del establecimiento de interacciones ectépicas con los po-
tenciadores equivocados (Spielmann et al., 2018).

Tras el hallazgo de los TAD y los compartimentos, se han dedicado grandes es-
fuerzos a dilucidar los mecanismos implicados en su formacién. Estudios
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recientes han demostrado de forma concluyente que la formacion de los TAD
depende tanto de CTCF como del complejo de cohesina (Nora et al., 2017; Rao
etal., 2017; Schwarzer et al., 2017; Zhang et al., 2019), ya que la deplecion de cual-
quiera de estas dos proteinas conduce a una pérdida casi completa de todos los
TAD. Ademas, la formacion de los TAD parece explicarse por un mecanismo de
extrusion de bucle, por el que la cohesina se carga al principio en los potencia-
dores y promotores para luego formar bucles cada vez mas grandes que final-
mente se estancan en los limites de TAD formados por motivos convergentes
de CTCF (Fudenberg et al., 2016; Rao et al., 2014). Actualmente se estan diluci-
dando los detalles mecanicistas de cémo funciona en realidad este modelo de
extrusion de bucle. Por ejemplo, ahora se ha demostrado que la cohesina huma-
na puede extruir bucles de ADN de forma simétrica, rapida y dependiente del
ATP (Davidson et al., 2019; Kim et al., 2019; Vian et al., 2018). Del mismo modo,
estudios estructurales recientes explican como la interfaz de interaccion entre
la cohesinay CTCF conduce a la aparicion preferente de limites de TAD en si-
tios convergentes de CTCF (Liet al, 2020). A pesar de estos importantes avan-
ces, larelevancia funcional e incluso la existencia de los TAD es objeto de un
intenso debate cientifico. Se ha sugerido que los TAD pudieran representar
una propiedad emergente del promedio poblacional celular medido mediante
Hi-C, asi como un artefacto computacional carente de significado bioldgico
(Rowley et al., 2017). Sin embargo, trabajos recientes basados en el Hi-C de cé-
lula tinica y en la microscopia de superresolucion han confirmado que las es-
tructuras tipo TAD existen realmente dentro de las células individuales (Bintu
etal., 2018; Nagano et al., 2013). Ademas, aunque los limites de TAD mostraron
variacion entre las células individuales, todavia se superponen con frecuencia
con los sitios de CTCF (Bintu et al., 2018). Curiosamente, en ausencia de cohe-
sina, aun se observaron estructuras similares alos TAD dentro de las células in-
dividuales, aunque sus limites se volvieron muy variables y no coincidieron con
los sitios de CTCF (Bintu et al,, 2018).

Inicialmente, los TAD y los compartimentos se consideraron como dos capas
relacionadas jerarquicamente de la organizacion tridimensional del genoma
que actian en diferentes escalas gendmicas. Sin embargo, estudios recientes
en los que la cohesina se elimind de manera inducible sugirieron que, en rea-
lidad, podrian representar dos modos independientes de organizacion de la
cromatina (Rao et al., 2017; Schwarzer et al., 2017). Tras la pérdida de cohesi-
na,los TAD desaparecieron por completo, mientras que la segregacion de com-
partimentos incluso se reforzo y se hizo evidente en un nivel mas preciso de
submegabase que reflejaba el estado subyacente de la cromatina. Todo ello
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llevé a sugerir que la extrusion de bucle dependiente de la cohesina y las inte-
racciones homotipicas de la cromatina representan dos mecanismos indepen-
dientes y opuestos de organizacion tridimensional (Schwarzer et al., 2017).
Por otro lado, trabajos recientes también han aclarado algunos de los meca-
nismos por los que las interacciones homotipicas de la cromatina pueden con-
ducir a la segregacion de loci distales en compartimentos especificos. Es im-
portante destacar que estos mecanismos parecen ser especificos para cada
tipo de compartimento y actualmente se conocen mejor para el compartimen-
to B. En concreto, la segregacion espacial de los loci marcados con heterocro-
matina constitutiva parece depender de la unién a la lamina nuclear o a los
nucléolos y de la separacion de fases impulsada por HP1 (Larson et al., 2017;
Strom et al., 2017; van Steensel y Belmont, 2017). Por otra parte, la agrupacion
espacial de los loci unidos por PcG esta mediada por subunidades del comple-
jo canonico PRC], incluidas la separacion de fases impulsada por CBX2y la
polimerizacion debido a los dominios SAM presentes en las subunidades
PHC1/2 (Isono et al., 2013; Plys et al., 2019; Tatavosian et al., 2019).

El hallazgo de los TAD y los compartimentos ha cambiado significativamen-
te la forma de pensar en la arquitectura del genoma. Ahora bien, todavia hay
importantes cuestiones relativas a las fuerzas y mecanismos moleculares que
controlan estas dos caracteristicas estructurales que deben resolverse y que
pudieran representar importantes areas de investigacion futura.

II. Interacciones genémicas de corto alcance

Laresolucidn relativamente baja de los estudios de Hi-C iniciales impidi6 una
vision precisa de la arquitectura dentro de los TAD, pero esto ha cambiado debi-
do al aumento de la resolucion de los estudios de Hi-C y al uso de enfoques diri-
gidos basados en 3C (4C-seq, Hi-C de captura, ChIA-PET, HiChIP) que propor-
cionan una menor cobertura genémica pero con una mayor resolucion (Hughes
et al., 2014; Mumbach et al., 2016; Tang et al., 2015; van de Werken et al., 2012).
Como resultado, estd empezando a surgir una compleja organizacion tridimen-
sional dentro de los TAD, que incluye entidades topoldgicas multiples y a veces
superpuestas, como sub-TAD, dominios de bucle o dominios aislados (Dowen et
al., 2014; PhillipsCremins et al., 2013; Rao et al., 2014). Los mecanismos que con-
trolan estas capas de organizacion tridimensional dentro de los TAD parecen ser
similares alos descritos paralos TADy, por tanto, incluyen la extrusién de bucle
dependiente de la cohesina ylas interacciones entre CTCF yla cohesina. Sin em-
bargo, estas estructuras intra-TAD son mas variables y especificas del tipo de cé-
lula, y su significado funcional atin no se ha estudiado en su totalidad.
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Otro grupo importante de interacciones intra-TAD son las que ponen en proxi-
midad fisica alos potenciadores y a sus genes diana. Con el descubrimiento de
los TAD y la confirmacion de la extrusion de bucle dependiente de la cohesi-
na como mecanismo implicado en la formacion de TAD, se pensd inicialmen-
te que la mayoria de las interacciones potenciador-gen dependerian de la co-
hesina y la extrusién de bucle (Dixon et al., 2012; Kagey et al., 2010;
Phillips-Cremins et al., 2013). Del mismo modo, se ha planteado que muchas
interacciones entre potenciadores y genes dependen de la dimerizacion de las
moléculas de CTCF unidas a potenciadores y promotores de genes (Guo et al.,
2015). Sin embargo, cada vez hay mas evidencias que indican que CTCF y co-
hesina solo estan implicados en un nimero limitado de contactos potencia-
dor-geny que otros mecanismos alternativos podrian ser mas frecuentes (Rao
etal.,2017; Schwarzer et al., 2017). Por ejemplo, de forma analoga a CTCF, YY1
puede unirse tanto a potenciadores como a promotores y formar dimeros que
facilitan las interacciones entre estos elementos reguladores (Beagan et al.,
2017). La dimerizacion es también el mecanismo a través del cual la proteina
coactivadora LDBI puede facilitar los contactos potenciador-gen de largo al-
cance (Deng et al., 2014). Por otro lado, el proceso biofisico de separacion de
fases liquido-liquido también pudiera estar implicado en las interacciones po-
tenciador-gen (Hnisz et al., 2017). En este modelo, los potenciadores y promo-
tores sirven como plataformas de reclutamiento para multiples proteinas (por
ejemplo, FT, ARN pol II, mediadoras, modificaciones de histonas) y molécu-
las de ARN que luego se involucran en interacciones débiles pero multivalen-
tes y cooperativas. Como resultado, se pueden formar organulos sin membra-
nao condensados con propiedades similares alas de un gel, dentro de los cuales
se facilitan y establecen los contactos potenciador-gen (Hnisz et al., 2017). Un
componente central del modelo de separacion de fases son las regiones intrin-
secamente desordenadas (IDR, por sus siglas en inglés) que se encuentran en
multiples factores de transcripcidn y coactivadores, como ciertas subunida-
des del complejo mediador (Boija et al., 2018; Sabari et al., 2018). Estas IDR fa-
cilitan la separacion de fases al servir como plataformas flexibles y pleiotropi-
cas para las interacciones proteina-proteina. Sin embargo, aunque se ha
confirmado la existencia de condensados transcripcionales in vivo, la mayoria
de los conocimientos sobre los mecanismos implicados en su formacion pro-
ceden de experimentos in vitro. Por ejemplo, MED1-IDR puede formar gotas
separadas por fases in vitro, pero la pérdida completa del complejo mediador
no tiene casi ningin impacto en la organizacion tridimensional del genoma ni
en las interacciones entre los genes y los potenciadores (EI Khattabi et al.,
2019; Sabari et al., 2018).
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Los potenciadores pueden mostrar estados capacitados o iniciados, que se
supone que facilitan la futura activacion de sus genes diana (Creyghton et al.,
2010; Rada-Iglesias et al., 2011). Se ha informado de que tanto los potencia-
dores capacitados como los iniciados interactian fisicamente con sus genes
diana antes de pasar a un estado activo (Cruz-Molina et al., 2017; Ghavi-Helm
et al, 2014). En el caso de los potenciadores capacitados, estos contactos pre-
formados parecen estar mediados por complejos PcG unidos tanto alos poten-
ciadores como alos promotores de genes diana. Estos contactos dependientes
de PcG estan mediados por la capacidad de polimerizacion de los dominios
SAM presentes en las proteinas PHC1/2, que son componentes clave del com-
plejo PRC1 canonico (Isono et al., 2013). En el caso de los potenciadores ini-
ciados, las interacciones preformadas con los genes diana pudieran requerir
la presencia de las proteinas H3K4mel y MLL3/4 (Yan et al., 2018). Se ha su-
gerido que la H3K4mel pudiera facilitar el reclutamiento de cohesina a los
potenciadores, lo que puede llevar alos genesy alos potenciadores a una proxi-
midad fisica (Yan et al., 2018). Por ultimo, pero no menos importante, los si-
lenciadores representan otra clase importante de elementos reguladores que
pueden influir negativamente en la expresion de sus genes diana. Histdrica-
mente, los silenciadores han resultado dificiles de identificar y caracterizary,
por lo tanto, sus caracteristicas topoldgicas siguen siendo en gran parte des-
conocidas. Sin embargo, estudios recientes indican que algunos silenciadores
pudieran contactar fisicamente con sus genes diana inactivos (Ngan et al.,
2020; Pang y Snyder, 2020).

En resumen, los contactos intra-TAD son muy complejos, con la participacion
de multiples y diversas estructuras tridimensionales. En consecuencia, aun
quedan muchas cuestiones mecanicistas por abordarse en los préoximos afios.

III. ¢Son los TAD unidades universales de organizacion del genoma?

Se han observado dominios de autointeraccion similares de manera superficial
alos TAD de mamiferos en una gran variedad de organismos, desde otras espe-
cies animales —a saber, Drosophila (Rowley et al., 2017; Wang et al., 2018b)—,
hasta diferentes linajes eucariotas como plantas y hongos (Dong et al., 2017;
Hsieh et al., 2015; Mizuguchi et al., 2014; Ricci et al., 2019; Wang et al., 2018a;
Winter et al., 2018) y bacterias (Dame et al., 2020; Le et al., 2013). Ahora bien,
muchas de las caracteristicas de estas estructuras similares a los TAD distan de
estar conservadas de manera universal, con diferencias en su tamafio, la nitidez
de sus limites, la intensidad de los contactos y el contenido gendmico (es decir,
regiones ricas y pobres en genes, abundancia de elementos transponibles y
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repetitivos, etc.). Aun asi, parece surgir un tema comun al comparar diferentes
especies de plantas, hongos, apicomplejos y animales (Rowley et al., 2017). En
todos estos casos, la actividad transcripcional y las caracteristicas de la croma-
tina asociadas a ella crean limites entre los dominios de contacto, lo que parte
el genoma en regiones genodmicas alternas transcripcionalmente activas e in-
activas (Rowley et al., 2017). No obstante, este principio organizativo compar-
tido puede dar lugar a patrones de contacto muy diferentes, segun el grado de
compacidad del genoma de cada especie y de la distribucién y densidad de los
genes transcritos. Por ejemplo, en Drosophila, los genes transcripcionalmente
activos se encuentran con frecuencia en grupos de diferentes tamafos que se-
paran grandes TAD correspondientes a regiones reprimidas (Polycomb repri-
mido enriquecido en H3K27me3, asi como heterocromatina clasica enriqueci-
da en H3K9me?2) (Rowley et al., 2017; Wang et al., 2018b). Por el contrario, en
los hongos filamentosos Epichloé festucae, hay una alternancia entre dominios
que contienen bloques de ADN muy ricos en repeticiones y regiones ricas en ge-
nes que estan casi libres de repeticiones (Winter et al., 2018).

IV, Evolucion de las interacciones reguladoras de largo alcance

Ademas de estas diferencias gendmicas, varios linajes han desarrollado meca-
nismos moleculares adicionales ademas de la compartimentacion preexisten-
te encontrada en todos los eucariotas estudiados, como la presencia de protei-
nas aislantes/arquitectdnicas. En los vertebrados, existe una capa adicional de
organizacién y las interacciones homotipicas de la cromatina pueden sustituir-
se, al menos parcialmente, por la presencia de sitios de union de CTCF inverti-
dos. Como hemos mencionado anteriormente, CTCF junto con otras proteinas
como YY1, permiten la formacion de bucles de cromatina de largo alcance en-
tre elementos reguladores y los promotores de sus genes diana. Dado que YY1
y CTCF se encuentran de forma exclusiva en animales y animales bilaterales
respectivamente (Heger et al., 2012; Irimia y Maeso, 2019), el origen de estas
proteinas arquitectdnicas pudiera explicar la evolucién de la regulacién de lar-
go alcance y los TAD a gran escala que se suelen encontrar en torno a los genes
del desarrollo animal (Harmston et al., 2017). Esta hipdtesis estaria respaldada
por el hecho de que algunas especies de nematodos, como Caenorhabditis ele-
gans, han perdido CTCF e YY1y estas pérdidas parecen ser concomitantes con
el desmantelamiento de la mayor parte de la regulacion ancestral de largo al-
cance en estos linajes, los cuales se caracterizan por sus genomas altamente
compactos y densos en genes (Crane et al., 2015; Heger et al., 2012; Heger et al.,
2009; Jabbari et al., 2018). Sin embargo, la situacion resulta mas compleja de lo
que se indica en este supuesto. Ademas, la comprension de la relacion entre la
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evolucion de las interacciones reguladoras de largo alcance y las proteinas ar-
quitectdnicas requerird una cantidad significativa de trabajo en una variedad
mucho mas amplia de especies animales y no animales. Por ejemplo, en Droso-
phila, CTCF no se requiere para el establecimiento de bucles de cromatina
(Rowley et al., 2017). La evolucion de multiples proteinas arquitectonicas nue-
vas en los linajes de insectos y moscas (Heger et al., 2013; Pauli et al., 2016) pu-
diera haber contribuido ala pérdida del papel putativamente ancestral de CTCF,
pero esta hipdtesis no se ha confirmado por completo.

Ademas, aunque la regulacion de largo alcance es ancestral en todos los ani-
males (Gaiti et al., 2017a; Gaiti et al., 2017b; Grau-Bove et al., 2017; Irimia et
al., 2013; Irimia et al., 2012; Schwaiger et al., 2014; Sebe-Pedros et al., 2016),
CTCF nolo es, ya que se origino después de la divergencia de los animales bi-
laterales (Heger et al., 2012). De esta manera, la regulacion distal en los ances-
tros de los metazoos era independiente de CTCF y, aunque atin no se ha pro-
bado de manera experimental, también pudiera ser el caso en linajes existentes
de no bilaterales, como las esponjas y los cnidarios (Irimia y Maeso, 2019).

Por tltimo, estudios recientes a través de diferentes especies de plantas han
demostrado que los elementos reguladores en cis distales estan muy extendi-
dos entre las angiospermas y, de forma similar a lo que ocurre en ciertos lina-
jes animales como los nematodos, solo aquellas especies con genomas extre-
madamente compactos y densos, como la especie modelo Arabidopsis thaliana,
carecen en gran medida de interacciones reguladoras de largo alcance (Lu et
al., 2019; Ricci et al., 2019). Cémo se mantienen los bucles reguladores en cis
de largo alcance en las plantas es una cuestion completamente abierta y atin
hoy se desconoce si estos bucles son consecuencia de la segregacion compar-
timental, si se establecen mediante proteinas arquitectonicas especificas de
la secuencia (hasta ahora no descritas en las plantas) o por la accién combi-
nada de ambos tipos de mecanismos moleculares (Ricci ef al., 2019).

Enresumen, parece que hay muchos tipos diferentes de estructuras tipo TAD
en los distintos organismos, que pueden formarse por diferentes mecanismos
moleculares, algunos de los cuales comparten todos los eucariotas mientras
que otros son especificos de cada linaje. Asi, aunque estos mecanismos diver-
sos pueden conducir a la formacion de dominios de interaccion similares en
superficie, actualmente no esta claro hasta qué punto estos dominios tridi-
mensionales representan caracteristicas estructurales ancestrales o han evo-
lucionado de manera convergente como resultado de propiedades funciona-
les compartidas (Szabo et al., 2019).
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3.2.3 Impacto fisioldgico de la estructura

tridimensional del genoma

Las estructuras de cromatina de orden superior surgen como supuestos blo-
ques de construccion del genoma que se supone que tienen un papel funcio-
nal. Sin embargo, hallar este papel se ha vuelto mas complejo de lo previsto.
Ha resultado dificil encontrar papeles causales directos en la funcion biolé-
gicay, en otros casos, parece que la estructura pudiera ser un resultado secun-
dario de otras funciones del genoma. En esta seccidén, abordamos lo que se
sabe sobre el papel de la estructura tridimensional de la cromatina en otras
funciones basicas del genoma, asi como en diferentes contextos fisioldgicos.

Interaccion de la estructura tridimensional con la funcidn del genoma

I. Replicacion

Varios estudios han abordado la relacion entre la replicacion del ADN y la es-
tructura tridimensional del genoma (revisado en Marchal et al., 2019). Los do-
minios temporales de replicacién tempranay tardia corresponden de mane-
ra aproximada a los compartimentos A y B respectivamente, mientras que, a
menor escala genomica, existe una buena correlacidon entre los TAD y los do-
minios de replicacion. La reciente descripcion de los elementos de control de
replicacion temprana (ERCE) sugiere un vinculo causal en el que la replica-
cion tiene un papel instructivo en la estructura tridimensional del genoma
(Sima et al., 2019). Otras pruebas de que la replicacién no depende de la es-
tructura tridimensional provienen de estudios en etapas tempranas del desa-
rrollo, donde la replicacion tiene lugar mientras la estructura tridimensional
aun no se ha establecido (revisado en Hug y Vaquerizas, 2018).

II. Transcripcion

Durante mucho tiempo se ha asumido que el efecto principal y la consecuencia
directa de la organizacion tridimensional de la cromatina pudiera ser la trans-
cripcidn diferencial de los genes localizados en diferentes dominios estructu-
rales. Esto resulta mas evidente para los compartimentos Ay B, que correspon-
den alaeucromatinaylaheterocromatina respectivamente y estan enriquecidos
en genes activos e inactivos a su vez. Los genes de las regiones que cambian de
compartimento A a B durante la diferenciacion reducen su expresion y vicever-
saen el caso de los cambios de Ba A (Dixon et al., 2015). En cuanto a la relevan-
cia funcional de los TAD como unidades reguladoras fundamentales de la ex-
presion génica, existen varios estudios contradictorios. Por un lado, las variantes
estructurales (deleciones, inversiones, duplicaciones) que alteran la organiza-
cion del TAD pueden conducir a una pérdida de las interacciones enddgenas
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entre el potenciador y el gen (desconexion del potenciador) o a una ganancia de
interacciones ectdpicas entre el potenciador y el gen (adopcion del potenciador)
que derivan en el silenciamiento o la activacidn patoldgica del gen respectiva-
mente (Laugsch et al., 2019; Lupiafiez et al., 2015; Smol et al., 2020; Spielmann
etal.,2018). Por otrolado, la alteracidn estructural de ciertos TAD no tiene efec-
tos importantes en la expresion génica (Ghavi-Helm et al., 2019; Laugsch et al.,
2019), si bien la alteracion global de la organizacion de los TAD debido a la pér-
didade CTCF o cohesina se traduce en cambios moderados en dicha expresion
(Nora et al., 2017; Rao et al., 2017; Schwarzer et al., 2017). En lo que respecta a
los bucles o dominios de autointeraccion, estas estructuras acercarian los po-
tenciadores y otros elementos reguladores en cis a sus genes diana, lo que faci-
lita su correcta regulacion (revisado en Schoenfelder y Fraser, 2019). Sin em-
bargo, el analisis cuidadoso de casos paradigmaticos de elementos potenciadores
de largo alcance, como los de los loci Shh y Sox2, indica que la estructura de los
TAD o el contacto fisico potenciador-promotor mediado por los bucles de cro-
matina no son un requisito previo para la actividad (Alexander et al., 2019; Be-
nabdallah et al., 2019; Williamson et al., 2019).

En este sentido, existen pruebas contradictorias sobre el papel de la orga-
nizacion tridimensional del genoma en la regulacion de la expresion géni-
ca, y tal vez tenga un papel facilitador mas que instructivo. Ademas, la activi-
dad transcripcional influye en la estructura de la cromatina. Porlo tanto, existe
una conversacion cruzada y dinamica entre la transcripcion y la organizacion
del genoma, donde cada una puede modular la actividad de la otra (revisado
en van Steensel y Furlong, 2019).

3.2.4 Impacto fisioldgico de la estructura
tridimensional del genoma

I. Desarrolloy evolucion

El desarrollo normal depende, no solo de la secuencialineal del genoma que in-
corpora millones de CRE sino también de la organizacion tridimensional de la
cromatina. La cromatina organiza las interacciones entre los CRE y sus genes
dianay, de esta manera, modula procesos bioldgicos cruciales para la diferen-
ciacion y el desarrollo celular. Los TAD pueden definirse simplemente como
unidades gendmicas funcionales de regulacion génica, en las que los CRE inte-
ractian con sus genes diana. Los TAD son muy estables, desde el punto de vista
de su posicionamiento, entre tipos de células y tejidos, independientemente del
estado transcripcional (Dixon et al., 2015). Ademas, la actividad de los
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promotoresy potenciadores parece estar muy descoordinada dentro del mismo
TAD. Esto ha sugerido la existencia de una topologia muy estable y preformada
que establece la proximidad fisica entre los potenciadores y sus genes diana, aun-
que se han planteado dudas sobre su papel real en los procesos de regulacion es-
pecificos dentro de las células y los tejidos (Lupiafiez et al., 2015). Las alteracio-
nes especificas del linaje de la organizacion tridimensional del genoma suelen
producirse dentro de los TAD o sub-TAD. Por consiguiente, para determinar la
influencia de la organizacion tridimensional de la cromatina en la regulacion
genética especifica del linaje, es fundamental generar mapas de interacciones
de la cromatina con una resolucion lo bastante alta para distinguir los elemen-
tos reguladores individuales y para una amplia variedad de tejidos y células du-
rante el desarrollo normal. Actualmente, se estan utilizando Capture-C/Hi-Cy
PLAC-seq/HiChIP (Huiy Wei, 2019) para generar dichos mapas de alta resolu-
cion. De este modo, parece crucial seguir desarrollando estas tecnologias. El es-
tudio de las posiciones de los CRE y de los genes que regulan en relacion con los
TAD ofrece numerosas oportunidades para el estudio de la variacion de la ex-
presion génica durante la evolucion. Hasta la fecha, las escasas pruebas dispo-
nibles se han obtenido a partir de un estudio de elementos evolutivos no codifi-
cantes conservados (CNE) (Gomez-Marin et al., 2015). Estos elementos se
organizan en localizaciones sinténicas, principalmente alrededor de genes cla-
ve para el desarrollo (Gémez-Marin et al., 2015). El estudio de dichos elemen-
tos ha permitido concluir que, al menos en lo que respecta a los genes del desa-
rrollo, los TAD son estructuras evolutivamente conservadas que pueden
desempeifiar alguna funcion en el mantenimiento de la correlacion entre los CRE
y sus genes diana. Otro punto importante en la conservacidn evolutiva de los
TAD estriba en que, durante la evolucion, los genomas animales han experimen-
tado una profunda reorganizacion, lo que ha cambiado el orden relativo de los
TAD y esto, a su vez, ha generado importantes modificaciones en la expresion
génica que han derivado en la aparicion de novedades evolutivas. Ahora bien, lo
que queda por describir son los mecanismos moleculares que subyacen a esta
reorganizacion de los TAD durante la evolucion. Ademas, todavia no sabemos
con exactitud coémo interactian los CRE con sus genes diana. Entender los me-
canismos que facilitan las interacciones funcionales tanto dentro de los TAD
como entre ellos resulta fundamental para comprender el control de la expre-
sion génica durante el desarrollo desde un punto de vista evolutivo.

1I. Enfermedad
La descripcion de la organizacion tridimensional del genoma llevo rapida-
mente a plantearse si esta pudiera estar implicada en diferentes aspectos de
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las enfermedades humanas. Esta relacion puede ser doble. En primer lugar,
pudiera estar estableciéndose una relaciéon directa en la que la alteracion de
la estructura tridimensional de la cromatina condujera a un estado patoldgi-
co. Por otro lado, el analisis de la estructura del genoma puede aportar nue-
vos conocimientos sobre los mecanismos de las enfermedades.

Las variaciones estructurales del genoma, como las deleciones o las inver-
siones, pueden conducir a la reubicacion o a la pérdida de los limites de los
TAD, lo que da lugar a una reordenacion de las interacciones potencia-
dor-promotor que puede causar patologias debido a una expresion génica
incorrecta. Estas alteraciones se han denominado TADopatias y pueden ex-
plicar la base molecular de la leucodistrofia autosémica dominante de ini-
cio en el adulto (ADLD, por sus siglas en inglés) y de algunas malformacio-
nes congénitas de las extremidades (Matharu y Ahituv, 2015). Aunque parece
que los reordenamientos de TAD no son forzosamente los causantes de la
enfermedad (Smol et al., 2020), hay que tener en cuenta la alteracion de los
TAD al analizar el efecto patoldgico de las variaciones estructurales vincu-
ladas a la enfermedad. Ademas, hay que destacar que su efecto pudiera es-
tar produciéndose en genes que no estan incluidos en la eliminacion o in-
version patologica. Por ejemplo, la eliminacion de un limite de TAD puede
dar lugar a una expresion erronea de los genes situados fuera del segmento
eliminado (Spielmann et al., 2018).

Es frecuente encontrar mutaciones de proteinas de arquitectura cromosomi-
ca, como CTCF o el complejo de cohesina, en diferentes tipos de cancer. Ade-
mas, se ha demostrado que los cambios en la union de CTCF al ADN son cau-
santes de enfermedades. En un ejemplo sorprendente descrito en gliomas, la
hipermetilacién de un sitio CTCF, causada por una mutacion de ganancia de
funcién de IDH que produce un metabolito que permite la disminucion de la
actividad de las desmetilasas TET, lleva a la desregulacion de un elemento ais-
lante y ala activacion ectopica de PDGFRA, que codifica un potente conduc-
tor oncogénico (Krijger y de Laat, 2016). Por supuesto hay mas ejemplos re-
lacionados con la metilacion aberrante de los sitios CTCF a la espera de ser
descubiertos, lo que demuestra una vez mas que el conocimiento de la estruc-
tura tridimensional de la cromatina puede revelar genes inesperados como
causantes de una enfermedad o circunstancia particular. También debemos
ser conscientes de que la naturaleza no aleatoria y localmente heterogénea de
la estructura del genoma tiene un impacto directo en la distribucion y natu-
raleza de las mutaciones, como las que vemos en el cancer. Los diferentes
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estados de la cromatina imponen restricciones a la secuencia, al igual que la
disponibilidad fisica de los nucledtidos a los agentes mutagénicos, lo que tie-
ne unimpacto directo en su mutabilidad (Akdemir et al., 2018; Schuster-Boc-
kler y Lehner, 2012).

Por altimo, el estudio de la estructura tridimensional del genoma proporcio-
naunaherramienta de gran valor pararelacionar las variantes de la enferme-
dad identificadas mediante los estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés) con los genes causales subyacentes. Una pro-
porcién muy elevada de variantes asociadas a enfermedades o rasgos se en-
cuentra en regiones intergénicas no codificantes del genoma, que muy proba-
blemente contienen elementos reguladores. Estos elementos controlan la
transcripcion de los genes, pero a menudo la asignacién del gen correcto aun
supuesto elemento regulador no resulta evidente. Aunque la opcion predeter-
minada consiste en asignar el gen mas cercano alas variantes del GWAS, esta
puede no ser la correcta. El conocimiento de la estructura genémica tridimen-
sional de laregidn, como la distribucién de TAD o bucles, puede ayudar a iden-
tificar correctamente los genes diana de las variantes de la enfermedad (Kri-
jgery de Laat, 2016).

3.3 PUNTOS CLAVE DEL DESAFIO

3.3.1 Hacia una vision dinamica, de célula inica

y multidireccional de la organizacion tridimensional del genoma
Nuestra actual comprension de la organizacion tridimensional del genoma
carece de una vision mas dinamica, de célula inica y multidireccional. Por lo
tanto, existe una gran necesidad de desarrollar nuevas metodologias y técni-
cas que nos proporcionen una vision estructural dindmica de alta resolucion
del genoma completo a nivel de células individuales. Lo ideal seria que estos
meétodos se combinaran con el andlisis de otros procesos basados en planti-
llas de ADN (transcripcion, replicacion, reparacion del ADN, etc.) para res-
ponder a algunas cuestiones importantes sobre la relevancia bioldgica y la
base mecanicista de la arquitectura tridimensional del genoma.

3.3.2 Hacia una vision evolutiva de la organizacion

tridimensional del genoma

Hoy en dia cuesta saber cuanto de lo que hemos aprendido sobre los mamife-
ros y sobre algunos organismos modelo comunes puede extrapolarse a otras
especies y diferenciar los rasgos ancestrales de los especificos de un linaje, lo
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que dificulta nuestra capacidad para sacar conclusiones generales sobre los
mecanismos responsables de la organizacion tridimensional del genomay a
qué funciones bioldgicas contribuye en los distintos organismos. De hecho,
las pocas especies no vertebradas y no animales estudiadas hasta ahora han
revelado importantes diferencias entre linajes. Asi pues, parece imperativo
caracterizar la organizacion tridimensional de la cromatina en una variedad
mucho mas amplia de especies que las que se estan analizando actualmente,
incluidos representantes de diversos linajes eucariotas.

3.3.3 Hacia un marco mecanicista y tedrico unificado

de la organizacion tridimensional del genoma

Falta una visidon unificada de los mecanismos que rigen la organizacion tridi-
mensional del genoma. La segregacion de los loci gendmicos en compartimen-
tos guarda una estrecha correlacion con los panoramas epigenéticos y de cro-
matina subyacentes. En cambio, los mecanismos que permiten la interaccion
preferente entre loci con un estado similar de la cromatina (es decir, las inte-
racciones homotipicas de la cromatina) siguen siendo hasta ahora bastante
indeterminados. La separacion de fases, ya sea liquida o basada en polimeros,
pudiera proporcionar una base biofisica general para el plegado de la croma-
tina. Por otra parte, la formacion de condensados transcripcionales separa-
dos por fases emerge como un mecanismo potencial para corregular la expre-
sion génica. Ahora bien, los condensados separados por fases son dificiles de
estudiar in vivo. Los modelos actuales proponen interacciones multivalentes
entre muchos componentes de proteinas y ARN, lo que sugiere un sistema al-
tamente redundante que pudiera ser resistente a la alteracion de componen-
tes individuales (por ejemplo, Mediator). En definitiva, équé tipo de aproxi-
maciones experimentales debieran disefiarse para diseccionar los mecanismos
y las fuerzas moleculares que controlan la separacion de fases? ¢Cual es la di-
namica de la formacion de condensados transcripcionales y qué mecanismos
controlan su desmantelamiento? {Cémo podemos integrar los condensados
transcripcionales basados en la separacion de fases y los TAD basados en la
extrusion de bucle? éCuantos genes y potenciadores pueden encontrarse y
corregularse dentro de un mismo condensado separado por fases? ¢Existen
condensados especializados dentro de las células individuales en los que solo
se transcriban determinados genes y potenciadores, y cudl es la base de esta
especificidad? Los genomas de los vertebrados contienen miles de potencia-
dores, que estan unidos a un gran nimero de factores de transcripcién y coac-
tivadores muy diversos. Teniendo esto en cuenta, los diferentes tipos de po-
tenciadores pudieran utilizar mecanismos distintos (por ejemplo, la
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polimerizacion) para comunicarse con sus genes diana y eso debiera diseccio-
narse sistematicamente, asi como compararse la dindmica de estas interac-
ciones con la que se producen en los condensados. Estos son solo algunos de
los muchos interrogantes mecanicistas que esperan una respuesta.

3.3.4 Hacia modelos predictivos de la organizacion

tridimensional del genoma y sus consecuencias funcionales

Nuestros actuales conocimientos atn son insuficientes para modelar el ple-
gado tridimensional del genoma directamente a partir de los datos gen6mi-
cos ylo que es mas, no comprendemos del todo las implicaciones funciona-
les del plegado de la cromatina. Por ejemplo, la alteracion de algunos TAD
Unicamente tiene consecuencias medibles en la expresidon génica, pero segui-
mos sin entender las caracteristicas genéticas o epigenéticas que distinguen
los TAD funcionales de los no funcionales. Del mismo modo, desconocemos si
todos los TAD y los limites de estos son equivalentes desde un punto de vista
mecanicista y funcional. Se requiere un gran esfuerzo para reunir suficiente
informacién sobre una amplia variedad de tipos celulares y durante el desa-
rrollo y la diferenciacion con el fin de poder construir modelos de plegado tri-
dimensional de la cromatina y predecir los resultados funcionales y las con-
secuencias patoldgicas de las variantes estructurales. Al mismo tiempo, hay
que generar instrumentos computacionales para que el analisis del plegado
tridimensional del genoma sea asequible para los no especialistas, en particu-
lar para los del ambito biomédico.
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CAPITULO 4

RESUMEN

El genoma no codificante contribuye a
establecer una sofisticada red de regulacion que
resulta fundamental para la funcion celular,
con un impacto directo en el crecimiento,
desarrollo, evolucidn y salud de los organismos.
Actualmente se desconocen la mayoria de sus
caracteristicas estructurales, los factores de
interaccién y los mecanismos de accion.
Descifrar estos aspectos junto con las
consecuencias que su funcién pudiera tener
amultiples niveles son desafios importantes
para futuras investigaciones.
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RESUMEN EJECUTIVO

El estudio de la funcion de cada uno de los genes que codifican proteinas en el
genoma ha concentrado muchos esfuerzos para comprender el funcionamien-
to delas células y los organismos y lo seguira haciendo en el futuro. Ahorabien,
el genoma codificante constituye una fraccion muy pequefia del genoma com-
pleto, en particular del genoma de los organismos multicelulares. La presen-
ciade cantidades muy grandes de ADN gendmico no codificante (GENOMAnNc)
es una caracteristica del genoma de una gran diversidad de especies, inclui-
dos todos los linajes evolutivos analizados, que abarca animales, plantas y le-
vaduras, y que también estd presente en procariotas e incluso en virus con
grandes genomas. La idea hasta ahora generalmente aceptada de que esta
enorme fraccion de los genomas eucariotas esta formada por ADN no codifi-
cante ha cambiado de manera significativa en los tltimos afios, lo que ha trans-
formado el concepto de genoma de materia oscura en una de las estrellas de
la biologia moderna. Este cambio conceptual se basa en gran medida en la
enorme diversidad de elementos y productos derivados del GENOMAnNc, y en
laidentificacién de su papel decisivo tanto en condiciones normales como con
enfermedades, como se ha informado en algunos ejemplos concretos. En con-
junto, los diferentes elementos y productos del GENOMAnc contribuyen a
establecer una sofisticada red reguladora que resulta esencial para el funcio-
namiento normal del genoma codificante. La mayoria de las caracteristicas
estructurales, los factores de interaccidn, los mecanismos de accidn, las
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dianas y las interacciones de bucle del GENOMAnc se consideran practica-
mente desconocidos. Descifrar estos diversos aspectos del GENOMAnc, asi
como identificar las consecuencias que su funcion pudiera tener a multiples
niveles se consideran desafios importantes para las futuras investigaciones.
Una lista no exhaustiva de las posibles funciones del GENOMAnc incluye la
transcripcion, el empalme y el procesamiento del ARN mensajero, el trans-
porte, la traslacion y la descomposicion, la interferencia del ARN, el sellado,
las modificaciones epigenéticas, la remodelacion de la cromatina, el ensam-
blaje de los organulos subnucleares mediante procesos de separacién de fa-
ses liquido-liquido y la organizacion nuclear tridimensional. Un aspecto cla-
ve de la funcion de varios componentes del GENOMAnNc estriba en que sus
ARN no codificantes derivados se asocian con una gran cantidad de proteinas,
otras moléculas de ARN y el ADN para lograr su funcion. En este sentido, el
estudio de las caracteristicas estructurales tanto de la fraccion de ARN como
de las proteinas con las que interactia resulta de una importancia capital para
comprender la funciéon del GENOMAnc.

Enresumen, el GENOMAnc es mucho mayor que el genoma codificante y sa-
bemos muy poco sobre él. ¢Por qué es crucial abordar el enorme desafio de
comprender el papel que tiene en los proximos afios? La respuesta a esta pre-
gunta resulta bastante sencilla: el GENOMAnc tiene un impacto directo en
el crecimiento, el desarrollo y la evolucion de todos los organismos multice-
lulares, incluidos los animales y las plantas, asi como en su salud. Basando-
nos en el estado actual de la técnica en este campo, resumimos una serie de
cuestiones que surgen y que creemos que debieran constituir el centro de
atencion en el futuro.
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4.1 INTRODUCCIGN Y DESCRIPCION GENERAL

Lapresenciade grandes cantidades de ADN gendmico no codificante (GENO-
MAnc) es una caracteristica del genoma que esta presente en todos los orga-
nismos analizados. Dentro de este término incluimos el ADN no codificante
ylos ARN derivados del mismo (ARNnc). Laimportancia de estos transcritos
se puso de manifiesto en 2012 con el proyecto ENCODE, que estableci6 que
el 75 % del genoma humano se transcribe, pero solo el 2 % de los transcritos
se traducen en proteinas (Consorcio ENCODE, 2012). La observacion de es-
tos abundantes transcritos se ha confirmado en muchos organismos
diferentes.

EI GENOMAnc se compone de diversos elementos que pueden clasificarse en
tres grandes grupos: secuencias que dan lugar a transcritos con funciéon de
mantenimiento (GENOMAman), secuencias repetidas (GENOMArep) y re-
giones que contienen secuencias reguladoras o conducen a la génesis de trans-
critos reguladores (GENOMAreg).

Latranscripcion del GENOMAman da lugar ala generacion de ARN de trans-
ferencia (ARNt), ARN ribosémico (ARNr) y ARN pequeno nuclear (ARNpn)
con funciones constitutivas.

El GENOMArep incluye no solo las regiones teloméricas y centroméricas sino
también todas las diferentes clases de ADN repetitivo que en conjunto cons-
tituyen una gran fraccion del GENOMAnc. Las secuencias de GENOMArep
pueden transcribirse, como es el caso de los ARN que contienen repeticiones
teloméricas (TERRA), implicados en la proteccion de los teldémeros. También
incluye repeticiones que pueden estar dispuestas en tandem o dispersas, cu-
yos principales constituyentes son los elementos transponibles (ET), conoci-
dos no solo por dar lugar a reordenamientos cromosémicos sino también por
modular la expresion de genes cercanos y de ellos mismos mediante la gene-
racion de ARN asociados a Piwi (ARNpi).

El GENOMATreg esta formado por un grupo muy diverso de secuencias geno-
micas. Entre ellos se encuentran los elementos de accion en cis que confor-
man secuencias proximales y distales que regulan la transcripcion, como los
promotores, los silenciadores y los potenciadores que contienen motivos para
mediar la union de factores celulares. El GENOMAreg también incluye las re-
giones intronicas e intergénicas que conducen a la generaciéon de ARNnc de
diversos tamafios y configuraciones, como los ARNnc largos (ARNncl), los mi-
cro-ARN (miARN) y los ARN potenciadores (ARNp), que acttian en cis o trans
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con diversas funciones reguladoras. Por ultimo, existen transcritos lineales
sentido y antisentido y ARNnc circulares (ARNcirc) derivados de regiones
exoOnicas e intronicas que también desempenan un papel regulador. Dado que
los ARNcirc son, al menos en parte, una consecuencia de la transcripcion de
exones, los hemos clasificado como transcritos derivados del genoma codifi-
cante, en lugar del GENOMAnc.

Los elementos que componen el GENOMAman, el GENOMArep y el GENO-
MAreg estan regulados entre si y también se entrecruzan funcional y estruc-
turalmente con el genoma codificador y las proteinas de unién al ARN/ADN
pararegular el desarrollo, el crecimiento, la enfermedad y la evolucion.

Durante el desarrollo embrionario, numerosos procesos deben estar debida-
mente organizados en el espacio y el tiempo mediante la regulacion de la trans-
cripcion de genes. Para lograrlo, es preciso integrar las aportaciones regula-
doras de muchos elementos del GENOMAnc, un lenguaje cifrado de enorme
complejidad. Es fundamental comprender como el GENOMAnc puede afec-
tar al crecimiento y al bienestar y, por tanto, a la productividad de las plantas
y los animales utilizados por el ser humano, al tiempo que se mantiene una
productividad sostenible. Las mutaciones o alteraciones epigenéticas que
afectan al GENOMAnNCc tienen un gran impacto en el crecimiento de los orga-
nismos, incluidas las enfermedades. Los estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS) han puesto de manifiesto que la mayor parte (70-90 %) de
lavariacion genética asociada a las enfermedades (polimorfismos de nucled-
tido simple o SNP, por sus siglas en inglés), y también en animales y plantas,
se encuentra fuera de los cuerpos de los genes, en el GENOMAnc. En cambio,
la gran mayoria de estos SNP no estan caracterizados de manera funcional.
Responder a estas y otras preguntas relacionadas representa un gran desafio
con importantes implicaciones cientificas, sociales y econémicas, especial-
mente si se tiene en cuenta el constante aumento de la poblacién humana que
necesita alimentarse y mantener una buena salud.

4.2 IMPACTO EN EL PANORAMA DE LA CIENCIA BASICA
Y EN LAS POSIBLES APLICACIONES

4.2.1 E1 GENOMAman
El GENOMAman genera transcritos con funciones constitutivas que desem-
pefian funciones esenciales en una gran variedad de procesos bioldgicos y cau-
san multiples patologias.
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Los ARNt son componentes basicos de la maquinaria de traduccion que ac-
tian como descodificadores durante la traduccién de los ARNm en proteinas
(Tuorto y Parlato, 2019). Son relativamente pequefios en comparacidon con
otras especies de ARN (70-90 nt), con una estructura tridimensional (3D) en
forma de hoja de trébol, una innovacion evolutiva que permitio la estandari-
zacion del codigo genético de tres nucledtidos. Los ARNt también desempe-
fian papeles importantes en otras funciones celulares, por ejemplo, la modu-
lacion de la proliferacion celular y la respuesta al estrés (Thompson et al.,
2008), asi como en la regulacidn de la expresion génica (Raina e Ibba, 2014).
En particular, la actividad de fragmentos especificos de ARNt (ARNt escin-
dido) es responsable de funciones atiin desconocidas en su mayoria. Estos
fragmentos, que antes se consideraban intermediarios de degradacion no
funcionales, se reconocen ahora como especies principales de ARN cuyas
funciones reguladoras se estin empezando a comprender, incluidos la res-
puesta al estrés, la apoptosis y el cancer (Hanada et al., 2013). Otros ARNt
participan en otros procesos bioquimicos, como la formacién de la pared ce-
lular, el etiquetado de proteinas para su degradacion y la biosintesis de anti-
biéticos (Kanai, 2014).

Los ARNrylos genes de ARNr (ADNr) son parte integral de los ribosomas con
funciones estructurales y cataliticas en la sintesis de proteinas. La mayor par-
te del ARN de una célula (aproximadamente el 80 %) es ARNT, y hay varias
moléculas de ARNr diferentes: tres en procariotas (5S,16S y 23S) y cuatro en
eucariotas (58S, 5,8S, 18S y 28/26S). E1 ARNT 5S eucaridtico es el mas enigma-
tico y sus funciones atin no estan resueltas; curiosamente, mientras que el 5,8S
eucariotico se corresponde con el 55 procariota, ninguna molécula procario-
ta se corresponde con el 5S en eucariotas, y ademas se produce en una locali-
zacion diferente (el nucléolo) (Ha y Bhagavan, 2011). Al igual que el ARN, el
ARNr también media en las condiciones de estrés celular, por lo que la sinte-
sis de ambas especies de ARN es interdependiente.

ARNnp: ARNpno, ARNccay ARNnp-U

Los ARNnp son transcritos cortos (60-300 nt de longitud) presentes en todos
los organismos eucariotas y su nimero aumenta con la complejidad del orga-
nismo. Ademas, la organizacion genomica de los genes que codifican ARNnc
sigue un arbol evolutivo. En Sacharomyces cerevisiae, se organizan en genes
independientes, mientras que en los humanos se localizan predominantemen-
te dentro de los intrones, donde se liberan mediante empalme. Los ARNnp
tienen importantes funciones estructurales y funcionales, por lo que son
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decisivos en la formacion de los organulos subnucleares conocidos como cuer-
pos nucleares. Estos compartimentos sin membrana estan formados por altas
concentraciones locales de moléculas que promueven la formacion de enla-
ces débiles no covalentes, muy probablemente impulsados por la separacion
de fases liquido-liquido (Khosraviani et al., 2019). Entre estas estructuras di-
namicas se encuentran los nucléolos, las motas, los paraspeckles, los cuerpos
de leucemia promielocitica, los cuerpos de Cajal (CB, por sus siglas en inglés),
los cuerpos de locus de histonas (HLB, por sus siglas en inglés) y los cuerpos
de Polycomb. Los cuerpos nucleares ocupan el espacio de la intercromatinay
se encuentran muy enriquecidos con factores nucleares especificos y, en mu-
chos casos, con ARNnc estructurales. También se han implicado otros ARN-
nc de manera estructural en su formacion, por ejemplo: los ARNT en la forma-
cion del nucléolo y los ARNncl estructurales en la formacion de los
paraspeckles. Los ARNpno y los ARNcca se ensamblan con las proteinas en las
ribonucleoproteinas nucleares pequefias (RNPnp), responsables de las mo-
dificaciones postranscripcionales de los ARN, como la pseudouridilacion y la
2’-0-metilacién de otros ARN. Las RNP formadas con ARNpno (RNPpno) son
responsables de la modificacion de los ARNr en los nucléolos, mientras que
las formadas con ARNcca (RNPcca) median la modificacion de los ARNnp-U
en los speckles y los CB. Los ARNnp-U también se ensamblan en RNP (RNP-
np-U) que funcionan en el procesamiento de pre-ARNm. Datos recientes in-
dican que los ARNpno y los ARNcca tienen especificidades y localizacion su-
perpuestas en el ntcleo, lo que sugiere que los nucléolos y los CB pueden tener
funciones intercambiables (Deryusheva y Gall, 2019).

Ademas de su papel en la modificacion y maduracion del ARN, los cuerpos nu-
cleares participan en el guiado del plegado de los cromosomas con el fin de pro-
porcionar una plataforma para la organizacion espacial de los loci gendmicos,
lo que afecta a su expresion. De esta manera, los genes transcritos de manera
activa se asocian a la periferia de los speckles, los HLB participan en la organi-
zacion tridimensional de los grupos de genes de histonas y los dominios de he-
terocromatina se localizan principalmente cerca de la periferia nuclear o del
nucléolo (Khrosraviani et al., 2019). Una hipdtesis provocadora sostiene que la
organizacion agrupada de los genes dentro de los cromosomas y la capacidad de
los ARNnc para agregarse en los cuerpos nucleares han evolucionado conjun-
tamente para facilitar el ensamblaje impulsado por el ARN de los nticleos nu-
cleares (Smith et al., 2020). Por lo tanto, los ARNnp tienen el potencial de mo-
dular las estructuras subnucleares con un papel inexplorado en la conformacién
del genoma para asi promover una expresion génica adecuada.
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4.2.2 E1 GENOMArep

Los genomas eucariotas estin compuestos en gran parte por secuencias de
ADN repetitivas que constituyen el GENOMArep. Estas secuencias pueden
clasificarse como repeticiones en tindem o intercaladas. Las repeticiones en
tandem incluyen los centromeros y los teldémeros (compuestos por ADN sa-
télite), mientras que las repeticiones intercaladas incluyen los ET. Las repe-
ticiones son extremadamente variables tanto en su abundancia como en la
longitud de la secuencia, presentandose hasta en millones de copias por ge-
noma, con tamanos que van desde unos pocos pares de bases hasta muchos
miles (Heslop-Harrison y Schwarzacher, 2011). Estas regiones generan trans-
critos con funciones importantes, como los generados a partir de los telome-
ros, conocidos como TERRA, que son esenciales para la proteccion de los te-
lémeros, y los ARNpi, generados a partir de los ET, que participan en la
regulacion de su propia transcripcion.

Telomerosy TERRA

Los telomeros son complejos nucleoproteicos situados en el extremo de los
cromosomas que los protegen de los dafios durante el proceso de replicacion
y mantienen la homeostasis y el envejecimiento de los cromosomas. Su par-
te repetitiva consta de un minisatélite de secuencia de 6-8 nt que esta muy
conservado en grandes grupos de organismos. La longitud de los teldmeros
es especifica de cada especie, pero puede modularse mediante un equilibrio
entre las senales de acortamiento y elongacion durante la vida de un organis-
mo. La telomerasa, la enzima responsable de alargar los telomeros, y los TE-
RRA, que regulan la actividad de la telomerasa y mantienen el estado hete-
rocromatico en los extremos de los cromosomas, junto con los telomeros
conforman la triada interdependiente del «telomere world» (el mundo de los
telomeros) (Mensa et al., 2019).

Centromeros

Los centromeros y las regiones pericentroméricas, que son especificos de
cada especie, estan compuestos por repeticiones satélite. Los centromeros
organizan los movimientos de los cromosomas desde la profase hasta la ana-
fase, mediante la interaccion con los microtibulos del aparato del huso y la
promocion de la segregacion fiel de los cromosomas. La composicion de las
regiones centroméricas se conoce para muy pocos taxones, en su mayoria or-
ganismos modelo (Hirsch y Jiang, 2013). Los centrémeros suelen ir acompa-
fiados de ET en las regiones pericentroméricas y la interaccién entre ambos
componentes genomicos apenas empieza a comprenderse. La combinacion
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de la secuenciacion de tltima generacion (NGS, por sus siglas en inglés) con
lainmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP-seq) permite analizar la com-
posicion de los centromero en la mayoria de las especies.

Elementos transponibles (ET) y ARNpi

Lafraccion mas importante del ADN repetitivo esta compuesta por repeticio-
nes dispersas, en su mayoria elementos transponibles (ET). Anteriormente
conocidos como genes saltarines, los ET pueden cambiar el paisaje del ADNy
ser fuente de innovacidn genética al alterar la expresion génica o promover
reordenamientos cromosdémicos (Pantzartzi et al., 2018). Los ET ocupan la
mayor parte de los genomas eucariotas, por ejemplo, casi el 50 % del genoma
humano o hasta el 85 % del maiz. La mayoria de los ET en el genoma han per-
dido su movilidad, siendo los restos de elementos mdviles antes activos —hace
mas de 200 millones de afios— y las mutaciones aleatorias los que los han he-
cho irreconocibles. Las caracteristicas intrinsecas de los ET, con sus rasgos de
secuencia repetitiva pero también no conservada, los han convertido en un
objeto de estudio dificil segtin los planteamientos tradicionales. De nuevo, la
llegada de la NGS ha hecho posible su andlisis. Existen dos grandes categorias,
los ADN-ET, que utilizan un mecanismo de transposicion de cortary pegar, y
los retroelementos, los mas abundantes en la mayoria de los genomas euca-
riotas que se mueven y amplifican a través de una (retro)transposicion me-
diada por ARN. En el genoma humano, las secuencias Alu, un tipo de elemen-
tos nucleares intercalados cortos (SINE, por sus siglas en inglés), clasificados
como retroelementos, son las mas abundantes. Otra fraccién importante del
genoma humano (en torno al 8 %) esta formada por retrovirus endégenos
(ERYV, por sus siglas en inglés), un tipo de retroelementos que pueden tener
su origen en antiguas inserciones de retrovirus. Aunque histéricamente se
han considerado elementos genéticos egoistas, los ET contribuyen a una am-
plia gama de funciones reguladoras. Ademas, los tiltimos descubrimientos res-
paldan un papel relevante de los ET en procesos relacionados con la especia-
cién pero también en la salud y la enfermedad (Reilly et al., 2013;
Serrato-Capuchina y Matute, 2018).

El ARNpi es una nueva clase de ARN no codificante (perteneciente al grupo
de los ARN de interferencia) del que hace poco se ha descubierto que desem-
pefia una funcién en el silenciamiento epigenético y postranscripcional de los
elementos transponibles, impidiendo por lo general su expansion. Sin embar-
go,la amplia variacién de las secuencias de ARNpi entre las especies dificulta
el establecimiento de su funcionalidad.
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4.2.3 E1 GENOMAreg

El GENOMAreg incluye no solo los elementos reguladores que actian en cis
y los limites de los dominios asociados topoldgicamente (TAD) o aisladores
en la cromatina sino también ARNnc de diversos tamarfios y configuraciones
que se originan en regiones intronicas y exonicas. La importancia de los TAD
y de sus limites en la organizacion tridimensional del genoma y en los contro-
les de la expresion génica se ha descrito a fondo en el capitulo 3.3, por lo que
aqui nos centraremos en los elementos reguladores en cis y en los ARNnc.

Regiones reguladoras que actian en cis

Los potenciadores y promotores son secuencias que tienen la capacidad de
activar la transcripcion de los genes en cis. Mientras que los promotores ac-
tian a una corta distancia del sitio de inicio transcripcional, los potenciado-
resy silenciadores lo hacen alargas distancias, desde unos cientos de pares de
bases hasta varios cientos de kilobases, de manera independiente a su orien-
tacion (Parker et al., 2013; Hnisz et al., 2013). La organizacién de la cromati-
na en diferentes TAD y sub-TAD con paisajes reguladores especificos depen-
de de las interacciones entre estas regiones reguladoras en cis por medio del
reclutamiento de factores de transcripcion (FT) (Franke y Gomez-Skarmeta,
2018; Schoenfelder y Fraser, 2019).

Los potenciadores han merecido una gran atencién debido al papel esencial
que desempefian en el control de los programas de desarrollo. Los potencia-
dores contienen numerosos sitios de union al ADN para FT, especificos para
tipos de células o etapas de desarrollo diferentes (Heinz et al., 2015). La union
del FT sirve parareclutar complejos coactivadores, como el complejo media-
dor o las enzimas modificadoras de las histonas, que en conjunto determinan
la actividad del potenciador. En algunos casos, densos grupos de potenciado-
res se unen en estrecha proximidad tridimensional y colaboran para actuar
como una sola unidad reguladora (superpotenciadores) que puede impulsar
altos niveles de transcripcion (Sabari et al., 2018; Nair et al., 2019).

Los ARNe corresponden a un sorprendente descubrimiento realizado en 2010,
que relaciond la presencia de estos transcritos derivados de potenciadores con
la de los ARNm de los genes diana (De Santa et al., 2010; Kim et al., 2010). Los
ARNe son diversos, con estructura, longitud y modificaciones postranscrip-
cionales heterogéneas, y presentan especificidad tisular y de linaje. Aunque
enun principio se consideraron como un posible subproducto de la transcrip-
cidn, cada vez hay mas pruebas de que constituyen biomoléculas funcionales
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que promueven la transcripcidn de los genes mediante la formacion de bucles
entre los potenciadores y los promotores y la modificacién de la cromatina
(Arnold et al., 2020). Ahora bien, estos transcritos suelen ser muy inestables
y carecen de una buena conservacion de la secuencia, lo que sugiere que algu-
nos ARNe pudieran tener funciones mas bien sutiles o incluso representar
subproductos de la transcripcién. La transcripcion de los superpotenciado-
res da lugar a grandes cantidades de ARNe que interacttian con complejos,
como el mediador, la cohesina, p300/CBP y BRD4, para regular la transcrip-
cion tanto de forma local como a distancia.

ARNnc

Los ARNnc, transcritos intergénicos e intronicos/exdnicos que no se tradu-
cen, han surgido como actores principales del GENOMAreg durante la evolu-
cion, el desarrollo y la enfermedad. Aunque el término ARNnc incluye tam-
bién los transcritos generados a partir del GENOMAman y el GENOMArep,
la descripcion en esta seccion se limita alos ARNnc derivados del GENOMA-
reg. Estos ARNnc estan implicados en numerosos procesos celulares, como la
transcripcion, el empalme y la traduccidn de proteinas. Estos transcritos pue-
den regular la expresion génica en cis (el locus genético desde el que se ha ge-
nerado) mediante launion al ADN, o en trans (en otro lugar del genoma), como
componentes estructurales de los organulos nucleares o funcionando como
sefiuelos moleculares para valorar proteinas y otros ARN. Se pueden clasifi-
car en funcidn de su tamafio en ARNnc largos (ARNncl) con mas de 200 pb y
cortos (ARNncc) con menos de 200 pb y, en funcién de su configuracion, en
ARN lineales o circulares.

Los ARNncc incluyen miARN con aproximadamente 22 nucleotidos. Las vias
de biogénesis y maduracion de los miARN, asi como su modo de accidon se han
definido adecuadamente (Pu et al., 2019). Estos transcritos cortos actiian como
reguladores postranscripcionales de la expresion génica a través de la union
directa alos ARNm, lo que regula diversos procesos bioldgicos en todos los te-
jidos y estadios celulares.

Los ARNcirc estan formados por bucles cerrados de manera covalente a tra-
vés del retroempalme y pueden ser exdnicos, intréonicos y exén-intrdonicos.
Los ARNcirc derivan del genoma codificante, pero se consideran ARNnc por-
que no se traducen, aunque algunos pueden generar pequefios péptidos (Pa-
madurti et al., 2017). Aligual que los ARNm, los ARNcirc son transcritos abun-
dantes y bien conservados que se expresan de forma regulada por el tejido, el
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estadio celular y el tiempo, y estan alterados en varias enfermedades (Wang
et al., 2017). Los ARNcirc participan en varias actividades bioldgicas espon-
jando alos miARN y a las proteinas de unidén al ARN. Lo curioso es que son
mas estables que los ARN lineales, por lo que tienen una vida media cinco ve-
ces mayor que la de los ARNm (Jeyaraman et al., 2020). Segun estas caracte-
risticas, se han propuesto como nuevos e interesantes biomarcadores y agen-
tes terapéuticos para el cancer.

Se sabe poco sobre la biologia de los ARNncl, que muestran un alto nivel de
diversidad y se originan en una parte importante del GENOMAnc. A diferen-
ciade los 2000 miARN diferentes identificados en humanos, se han detecta-
do aproximadamente 50 000 ARNncl distintos, que representan la mayor par-
te del transcriptoma en animales y plantas, y se observan en casi todas las
especies, incluidos levaduras, procariotas e incluso virus (Alessio et al., 2020).
Estos transcritos se transcriben mediante el ARN polimerasa II, por lo que
normalmente se les aflade una estructura llamada caperuzy (cap) y se polia-
denilan, y podrian o no procesarse con la maquinaria de empalme (Quinny
Chang, 2017). En funcién de sus modos de accién, pueden clasificarse en cis o
trans. Un ejemplo de modo de accion en cis incluye cuando un ARNncl fun-
ciona como puente entre el ADN y la proteina, lo que sirve como andamio para
llevar complejos modificadores de histonas a loci especificos, como es el caso
de los ARNe. Un ejemplo de modo de accién en trans incluye un ARNncl que
actua como sefiuelo molecular para atraer proteinas o miARN (Griill y Mas-
s€, 2019). Sin embargo, debido a su baja abundancia, existe un debate sobre si
pueden agotar de forma eficaz los miARN (Ulitsky, 2018). De hecho, la exis-
tencia de una red de interacciones entre los ARNncl y los miARN resulta ac-
tualmente un tema importante de investigacion.

El papel que desempefian los ARNncl en muchos procesos bioldgicos, como la
transcripcion, el sellado, el empalme y la traslacion, con consecuencias funcio-
nales en el ciclo celular, la apoptosis, la pluripotencia y la reprogramacion, la
respuesta al choque térmico y las enfermedades, refleja la versatilidad del pro-
pio ARN, capaz de plegarse en una variedad de estructuras secundarias y de unir-
se aun gran numero de sustratos. El interactoma de los ARNncl incluye protei-
nas, otros ARN y ADN. Los ARNncl muestran una conservacion muy pobre en
comparacion con otros ARN (Necsuleay Kaessmann, 2014). Aunque no conser-
van su secuencia primaria, su funcién se mantiene en diferentes especies, lo que
indica que su conservacion se basa en rasgos estructurales mas que en rasgos
de secuencia. En este sentido, su estructura secundaria/terciaria desempena
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un papel fundamental en la funcion de los ARNncl. Curiosamente, estudios re-
cientes indican que alrededor del 23 % del interactoma de ARNncl esta com-
puesto por péptidos cortos que estan codificados dentro de los ARNncl (Matsu-
moto y Nakayama, 2018). A pesar del entusiasmo actual por los ARNncl y sus
posibles funciones bioldgicas, cabe mencionar que cuando se han evaluado sus
funciones in vivo mediante la supresion individual de un grupo seleccionado de
24 de 727 de estos transcritos en el pez cebra, lo que corresponde al 3,3 % del to-
tal de ARNncl presentes en este organismo, no dio lugar a ningin defecto feno-
tipico evidente (Goudarzi et al., 2019). Si bien este estudio sugiere que los AR-
Nncl podrian no tener ningtin papel funcional o tenerlo mas bien sutil. En
cambio, otros estudios han demostrado que la regulacion errénea o la elimina-
cion de ARNncl tienen consecuencias fenotipicas significativas, como COO-
LAIR en el tiempo de floracién en las plantas (Csorba et al,, 2014), y los trans-
critos sentido/antisentido originados en los genes receptores de antigenos en
el control de larecombinacion V(D)J (Abarrategui y Krangel, 2006; Giallorakis
et al., 2010) o Xist en laregulacion de la compensacién de dosis de los cromoso-
mas X entre machos y hembras (Loday Heard, 2019) en animales. Por lo tanto,
debieran realizarse mas analisis sistematicos de supresion, incluida la supre-
sion simultanea de mas de un transcrito para descartar efectos de compensa-
cidn entre transcritos diferentes, con el fin de establecer claramente su funcion
in vivo en este y otros organismos modelo.

4.2.4 E1 GENOMAnc en desarrollo

Todos los tipos de células de un organismo multicelular comparten una se-
cuencia de ADN casi idéntica, pero desemperian funciones muy diferentes du-
rante el desarrollo y la edad adulta. Esta gran diversidad de tipos celulares se
consigue gracias a la regulacion precisa de la expresion génica en el tiempo y
el espacio por parte del GENOMAreg a través de la compartimentacion de la
cromatina, los elementos reguladores en cis y los mecanismos postranscrip-
cionales. Las mutaciones que afectan al GENOMAreg son una fuente comtn
de divergencia fenotipica y cambio evolutivo, ademas de una causa frecuente
de enfermedades humanas.

Como descifrar el cédigo transcripcional espacial y temporal

durante el desarrollo

La accesibilidad del ADN en la cromatina es dinamica durante el desarrollo y
diferente entre los tipos de células (Klemm et al., 2019). Los potenciadores ac-
tivos suelen estar desprovistos de nucleosomas, y los FT pioneros son impor-
tantes para la apertura de sitios de cromatina cerrados y la posterior unién de
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FT adicionales (Iwafuchi-Doi et al., 2016). La actividad potenciadora se corre-
laciona con ciertas propiedades de la cromatina, por ejemplo, la reduccién de
los nucleosomas y las modificaciones postraduccionales, principalmente H3K-
4mel y H3K27ac (Yanez-Cuna et al., 2013; Shlyueva et al., 2014). Ademas, un
mismo gen del desarrollo emplea varios potenciadores o FT distintos para ac-
tivar con precision su expresion en diferentes células, en niveles variables y en
multiples momentos del desarrollo. Por otra parte, se ha demostrado que los
ARNe pudieran regular el estado de la cromatina, la dinamica de unién de los
FT o la estabilizacién del bucle de cromatina, lo que proporciona otra capa de
regulacion transcripcional (Lewis et al., 2020). Desde la constatacion de la fun-
cion de los potenciadores en las primeras etapas del desarrollo (Martinez-Sa-
las et al.,1989), la comprension de la biologia de los potenciadores se ha conver-
tido en un area de gran interés, ya que se aprecia cada vez mas su importancia
en el desarrollo, la evolucion y las enfermedades (Corradin y Scacheri, 2014).

Mecanismo postranscripcional en la regulacion génica

a través del desarrollo

Los reguladores postranscripcionales, como los ARNncl, miARN y ARNcire,
son actores clave en la regulacion de la expresion génica durante el desarro-
llo animal y vegetal, incluidos casi todos los pasos del desarrollo, desde la re-
gulacion de la pluripotencia de las células madre embrionarias hasta el pro-
ceso de diferenciacidn, la determinacion del sexo, la adquisicion y el
mantenimiento de la identidad celular, el control del tiempo de desarrollo y
la herencia epigenética transgeneracional y el sellado genémico. Los ARNnc
actuan en redes jerarquicas; algunos regulan los eventos iniciales del estable-
cimiento de los patrones embrionarios, y su pérdida o mala regulacidon gene-
ran fenotipos letales o fuertes, mientras que otros realizan funciones mas su-
tiles pero esenciales (Davidson et al., 2003; Alberti y Cochella, 2017). Los
ARNnc estan representados en todas las posiciones de la jerarquia, pero sus
bajos niveles de expresion y sus funciones redundantes han dificultado su es-
tudio. El papel de los miARN como reguladores del tiempo de desarrollo en C.
elegans y los mecanismos implicados en la pubescencia de los mamiferos
muestran sorprendentes similitudes, lo que destapa la cuestion de la preva-
lencia de los elementos de los miARN en el control del tiempo de desarrollo.
Tras el hallazgo de los ARNncl Xist y HOTAIR, se considera que los ARNncl
funcionan de manera preferente en contextos celulares, tipos de células, eta-
pas de desarrollo y enfermedades especificas. Su estudio ha aportado un co-
nocimiento muy valioso de los mecanismos de accion de los ARNncl en cuan-
to al direccionamiento de los modificadores de la cromatina en cisy trans. No
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obstante, aunque los estudios de los ARNncl estan todavia en sus inicios, los
ARNncl se han convertido en un paradigma para entender los mecanismos de
largo alcance de la regulacion génica y la compensacion de dosis.

Los ARNnc se han convertido en los candidatos modernos para conciliar
la nocidn de herencia epigenética adaptativa (Heard y Martienssen, 2014).
Laherencia epigenética transgeneracional, es decir, la transmision de carac-
teristicas epigenéticas de una generacion a la siguiente a través de lalinea ger-
minal y con persistencia en las generaciones posteriores, esta bien documen-
tada en numerosos organismos, incluidos plantas, nematodos, moscas de la
frutay mamiferos (Tyebji et al., 2020). Un obstaculo importante de la heren-
cia epigenética transgeneracional tiene que ver con la reprogramacion de la
linea germinal, mediante la cual se restablece la metilacion del ADN, las va-
riantes de las histonas y sus modificaciones (Tang et al., 2015). Las moléculas
de ARN son excelentes candidatas para transportar la informacion epigené-
tica entre generaciones debido a su especificidad y larga vida, menos afecta-
dapor lareprogramacion, si bien atin no se han resuelto en gran parte los me-
canismos. Las sefiales de ARN pequefio son muy mdviles y median el
silenciamiento transcripcional heredable a través de las generaciones, como
se ha demostrado en la linea germinal de C. elegans. Asimismo, los ARN pe-
quefios también pueden viajar a través de la vasculatura y los plasmodesmos
en las plantas, asi como de los exosomas e incluso el suero en los mamiferos
(Chenet al., 2016). Siguen descubriéndose componentes de este proceso, tan-
to basicos como especificos de cada especie.

La impronta gendmica es un proceso complejo y muy regulado que consiste
en el silenciamiento monoalélico de ciertos genes. Los ARNncl regulan la es-
tructura de la cromatina y la expresion génica de los genes con impronta ge-
ndmica a través de interacciones con las proteinas modificadoras de las his-
tonas, la formacion de bucles y la promocidn de la compartimentacién de la
cromatina intracromosémica (Kanduri, 2016). El perfil de metilaciéon del ADN
reveld que, aunque el grueso del genoma (incluidos los loci con impronta ge-
nomica) se desmetila en las células germinales primordiales, una serie de loci,
predominantemente asociados a secuencias repetitivas, escapan a la desme-
tilacién. Los motivos atin no estén claros, pero estos pudieran representar los
principales candidatos para una posible herencia transgeneracional en los
mamiferos. En el capitulo 3.7 se ofrecen mas detalles sobre este interesante,
aunque poco conocido, tipo de herencia y sus implicaciones parala salud y la
enfermedad humanas.
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4.2.5 Relevancia patolégica del GENOMAnRc

EI GENOMAnc tiene un profundo impacto en la enfermedad. Los GWAS han
demostrado que la mayoria (70-90 %) de los SNP asociados a enfermedades
se encuentran en el GENOMAnc (ENCODE Consortium, 2012; Maurano et
al., 2012). Mientras que algunos de estos SNP son determinantes para el de-
sarrollo de la enfermedad, otros contribuyen de forma combinada. Ademas
de las variaciones genéticas heredadas, las mutaciones somaticas en el GE-
NOMAnc también son responsables de enfermedades, como el cancer. Asi-
mismo, se han empezado a analizar los estudios de asociacion basados en ras-
gos epigenéticos (EWAS, del inglés Epigenome-Wide Association Studies),
principalmente la metilaciéon del ADN. También en este caso, e incluso mas
que en los estudios GWAS, la mayoria de las variaciones epigenéticas se con-
centran en regiones que residen en el GENOMAnc (Rakyan et al., 2011). Para
ilustrar cémo los diferentes elementos del GENOMAnNc estan implicados en
la enfermedad, se incluyen algunos ejemplos.

ARNr, ARNty ARNpn

La desregulacion en la sintesis del ARNr puede dar lugar a trastornos, como
el alzhéimer u otras enfermedades neurodegenerativas (Tuorto y Parlato,
2019). Y lo que es mas, el cancer, el envejecimiento prematuro y el deterioro
neurologico en la ataxia telangiectasia y el sindrome de Bloom, entre otros, se
relacionan con el aumento de la inestabilidad celular del ADNr, pero su papel
es aun desconocido (Warmerdam y Wolthuis, 2019). En particular, el conjun-
to de ADNT se haresistido a las tecnologias de secuenciacidén y ensamblaje de-
bido a su naturaleza repetitiva y, como consecuencia, esta porcién del geno-
ma sigue siendo un area no cubierta en los ensamblajes del genoma, incluso
en organismos modelo bien estudiados (Wang y Lemos, 2019).

La alteracion en los pasos de maduracion de cualquier ARNt o ARNr y sus en-
zimas relacionadas puede afectar a la homeostasis celular en varios niveles y
ser la causa de diferentes trastornos, como el cancer, las infecciones, muchas
enfermedades neurodegenerativas y otras condiciones patoldgicas (Tuorto y
Parlato, 2019). M4s alla de comprender el papel de los ARNt en las enferme-
dades humanas, en algunos casos estos fragmentos de ARNt pueden servir
como biomarcadores ttiles (Anderson e Ivanov, 2014).

La expresion anomala de los ARNpn se ha asociado con el cancer, las enfer-
medades cardiovasculares y varios trastornos neuroldgicos y neuromuscula-
res. En consecuencia, estos ARNnc se han propuesto como atractivos agentes
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terapéuticos capaces de activar o inhibir el empalme de ARNm y nuevos bio-
marcadores, debido a su expresion especifica en tejidos particulares y a su cir-
culacion estable en fluidos bioldgicos (Isakova y Quake, 2018).

Telomeros y centromeros

El acortamiento de los telomeros esta muy relacionado con las enfermedades
asociadas ala edad. Las mutaciones en los genes de mantenimiento de los teld-
meros provocan su erosion, lo que da lugar a diferentes sindromes de disfun-
cion telomérica, como el sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson, la disqueratosis
congénitaylaanemia aplasica, todos ellos caracterizados por un envejecimien-
to prematuro (Martinez y Blasco, 2017). El acortamiento de los teldmeros tam-
bién provoca reordenamientos cromosémicos que contribuyen a la aparicion o
la progresion de los tumores. Ademas, la expresion ectdpica de la telomerasa
suele asociarse a la transformacion de células malignas.

Los centromeros, probablemente debido ala alta densidad de secuencias repe-
titivas, son regiones fragiles y propensas a la rotura de cromosomas y los reor-
denamientos (Barra y Fachinetti, 2018). Por consiguiente, son una fuente po-
tencial de inestabilidad del genoma que puede relacionarse con las enfermedades
humanas. De hecho, algunos tipos de tumores se caracterizan por una alta fre-
cuencia de reordenamientos cromosdmicos que afectan ala region pericentro-
mérica. Ademas, las alteraciones centroméricas se encuentran en enfermeda-
des congénitas humanas que incluyen algunos tipos de inmunodeficiencias, la
inestabilidad de laregién centroméricay el sindrome de anomalias faciales. En
este sindrome, las mutaciones en los genes DNMT3B, ZBTB24, CDCA7 y HELLS
provocan la pérdida de metilacion del ADN y la alteracion de la estructura de la
heterocromatina de las regiones centroméricas, lo que produce roturas peri-
centromeéricas y reordenamientos cromosdémicos. Todavia no se comprende
bien como, en qué momento y en qué medida las disfunciones de los centréome-
ros pueden intervenir en estas patologias, por lo que se necesitan nuevos mo-
delos y tecnologias. Concretamente, la investigacion de los centromeros esta-
ba limitada por la ausencia de tecnologias de secuenciacion sensibles para el
ADN repetitivo. Por ese motivo, seran fundamentales nuevos avances en se-
cuenciacién y bioinformatica con el fin de revelar los procesos que reportan
inestabilidad en estas regiones de las enfermedades humanas.

Potenciadores
El genoma humano contiene mas de 1000 000 de potenciadores parcialmen-
te caracterizados que constituyen una parte importante del GENOMAnc.
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Ademas, en ellos se encuentra una gran fraccion de todos los SNP asociados a
enfermedades humanas (Maurano et al., 2012). Las enfermedades relaciona-
das con los potenciadores se denominan potenciopatias e incluyen la polidac-
tilia, causada por mutaciones en uno de los potenciadores del gen SHH o al-
gunas -talasemias causadas por translocaciones en las regiones de control
dellocus de globina, un conocido superpotenciador (Smith y Shilatifard, 2014).
Las mutaciones en los genes que codifican las proteinas encargadas de regu-
lar la funcion del potenciador también se consideran potenciopatias. Un ejem-
plo es el sindrome de Cornelia de Lange que esta provocado por mutaciones
enlos genes que codifican NIPBL, otras subunidades del complejo de cohesi-
nay el lector epigenético BRD4. Las translocaciones y los reordenamientos
cromosdmicos también causan potenciopatias al cambiar la posicidn tridi-
mensional de las regiones reguladoras con respecto a sus genes diana, lo que
provoca la expresion ectopica de nuevos genes diana. Asi, el linfoma de Bur-
kitt se origina por la translocacion del potenciador IGH en proximidad al gen
MYC (Gillies et al., 1983). La reprogramacion epigenética de los potenciado-
res también esta implicada en la predisposicion al cancer (Aran y Hellman,
2013) y la metastasis (Roe et al., 2017). Estos son solo algunos ejemplos, sin
embargo, la mayoria de las enfermedades y susceptibilidades causadas por al-
teraciones de los potenciadores no estan caracterizadas y su estudio consti-
tuye uno de los principales desafios de la genética humana.

miARN

El papel de los miARN en el cancer ha suscitado una atencion especial. Los
perfiles de expresion de los miARN son especificos de cada tumor y difieren
entre los distintos tipos de tumores. De hecho, los perfiles de miARN se utili-
zan para la estratificacion de tumores y para la prediccion del prondstico. Los
miARN especificos actian como oncogenes (miARNonco), supresores de tu-
mores, 0 ambos, segin el contexto (Di Leva et al., 2014). Ademas, la deteccion
precoz del cancer en biopsias liquidas mediante la determinaciéon de miARN
circulantes es una estrategia prometedora (Toiyama et al., 2017), que con el
tiempo pudiera servir también para otras enfermedades.

ARNncl

Los ARNncl desempefian importantes papeles reguladores en casi todas las vias
de sefializacion que afectan ala proliferacion y diferenciacion celulary, en con-
secuencia, estan directamente implicados en la transformacion maligna (Huar-
te, 2015). Por ejemplo, la sobreexpresion del ARNncl HOTAIR provoca metas-
tasis en las células de cancer de mamay promueve el silenciamiento del grupo
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HOXD, entre otros genes, lo que desencadena la desdiferenciacion y aumenta
lainvasividad de las células cancerosas y la metastasis. Otro ejemplo incluye el
ARNnNcl antisentido CDKN2B-AS1, cuya sobreexpresion provoca el silencia-
miento del locus supresor de tumores INK. Los ARNncl también pueden des-
empenar funciones supresoras de tumores regulando negativamente la expre-
sion de oncogenes, como se ha demostrado para PVT]1, que controlala expresion
del oncogén contiguo MYC (Cho et al., 2018). Ademas del cancer, los ARNncl
también se asocian a otras enfermedades como las cardiovasculares (Liu et al.,
2014), las del neurodesarrollo (Ang et al., 2019) y las celiacas (Castellanos-Ru-
bio et al., 2016). El nimero de ARNncl implicados en enfermedades esta cre-
ciendo rapidamente y es probable que, en los préoximos afios, miles de ellos guar-
den relacion con diferentes patologias. Sin embargo, debido alas preocupaciones
planteadas por un informe reciente (Goudarzi et al., 2019), también sera impor-
tante validar su relevancia funcional y patoldgica in vivo y con métodos adecua-
dos y ortogonales.

4.3 PUNTOS CLAVE DEL DESAFIO

La gran abundancia, la diversidad y nuestra todavia escasa comprensién del
GENOMAnc originan muchas cuestiones complejas que deben resolverse en
futuras investigaciones y que pueden organizarse en cuatro grupos diferen-
tes. Esta lista de preguntas que resolver no es completa, pero debe incluir las
siguientes cuestiones:

4.3.1 Conocimiento basico de la funcién

y estructura del GENOMAnc

e ¢(Por qué hay tantos tipos de elementos en el GENOMAnNc?

e (Cuadl es el mapa completo de las interacciones entre los GENOMAnc y
sus dianas en animales y plantas?

e (Como influyen las estructuras de los ARNnc en la separacion de fases
liquido-liquido y qué desencadena la organizacion de dichas estructuras?

e ¢Impulsanlos ARNe el bucle potenciador-promotor y desencadenan la
transcripcion de genes mediante un proceso mediado por la separacion
de fases liquido-liquido?

e (Como modulan los ARNnc la estructura subnuclear y la organizacion
tridimensional del genoma?

e (Como afectan las modificaciones epigenéticas a la funcion de los ARNnc?

e (Como se organiza la interaccion reguladora combinatoria entre los
diferentes componentes del GENOMAnc?
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Otros desafios relacionados con la funcién de los potenciadores incluyen laiden-
tificacion de los determinantes moleculares que definen no solo los potencia-
dores mas complejos sino también el conjunto minimo de elementos que les
confieren actividad, asi como la comprension de varias caracteristicas de los po-
tenciadores, incluidos la funcion de la presencia de modificaciones postraduc-
cionales especificas de las histonas, la union de una variedad de proteinas, como
CTCF y cohesinas, y la funcion del ARNe.

Otros desafios relacionados con los ARNnc incluyen entender con claridad cémo
los ARNncl ejercen sus funciones y en qué medida dependen de sus caracteris-
ticas estructurales, su interaccion con otras moléculas o incluso su localizacion
intranuclear en el nticleo 3D. También hay que dedicar muchos esfuerzos a de-
terminar las estructuras secundarias y terciarias de los ARNncl con el fin de
identificar los principales motivos para la funcion. Otralinea importante de in-
vestigacion futura sera la determinacion de los socios de union de estos trans-
critos. Por ultimo, pero no por ello menos importante, el estudio de las modifi-
caciones epigenéticas en el contexto de los ARNnc puede revelar mecanismos
desconocidos y nuevas capas de complejidad en las redes de regulacion capaces
de repercutir en la salud y la enfermedad.

4.3.2 Relevancia del GENOMAnc en el desarrollo

y la enfermedad

e (Por qué los genomas de los eucariotas son tan ricos en ADN no codificante?

e ¢(Cualeslaimportancia de los diferentes elementos del GENOMAnc en el
desarrollo, la organogénesis, la regeneracion, el envejecimiento y la
enfermedad?

e ¢{Son todos los potenciadores similares desde un punto de vista
mecanicista o hay tipos de potenciadores fundamentalmente diferentes?

e (Como se definen por sus caracteristicas moleculares las especificidades
del potenciador-promotor durante el desarrollo?

e ¢(Cuadl esladinamica de la interaccion potenciador-promotor durante el
desarrollo?

e (Por qué hay varios potenciadores que controlan los genes en el mismo
contexto celular (redundancia de potenciadores)?

e ¢Quéidentidad tienen los FT pioneros y como actuian en la regulacion de la
funcion potenciadora durante el desarrollo?

e (Cbémo podemos explotar el GENOMAnRc para generar elementos reguladores
sintéticos que con el tiempo se utilicen como agentes terapéuticos?

e (Quéimpacto tienen las modificaciones epigenéticas de los ARNnc en el
desarrollo y la enfermedad?
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Se necesita un enfoque sistematico de alto rendimiento en todo el genoma para
validar la actividad potenciadora in vivo. Los estudios sistematicos a gran esca-
la de las secuencias e interacciones de potenciadores y promotores, combina-
dos con los analisis computacionales, resultan clave para descifrar las reglas que
subyacen ala complejared de interacciones entre potenciadores y promotores
durante el desarrollo. Por otra parte, las estrategias basadas en CRISPR dirigi-
das a editar potenciadores especificos mutados o a modificar su estado epige-
nético descubriran patrones regulados por el desarrollo y proporcionaran una
nueva herramienta terapéutica para tratar a los pacientes. Ademas, de los mi-
les de ARNncl anotados, solo una pequefia fraccion se ha interrogado de mane-
ra funcional. Por este motivo, sigue suponiendo un desafio identificar y carac-
terizar de forma sistematica todos los ARNncl funcionales de un organismo y
su papel especifico en el tipo de célula durante el desarrollo, ademas de cémo se
controlan epigenéticamente. Dado que las moléculas de ARN estan formadas
por secuencias especificas, resulta realista predecir que serviran para disefiar
objetivos farmacoldgicos que modulen la actividad de los ARNnc (miARN, AR-
Nncl y ARNcirc) mediante la modulacion de su funcion.

4.3.3 Relevancia del GENOMAnc en la evolucion

e (Cuales son las diferencias estructurales y funcionales entre los linajes
evolutivos (animales y plantas) en los distintos elementos del
GENOMAnc y sus transcritos?

e /(Qué puede decirnos la gendmica comparativa sobre los mecanismos
universales y especificos de cada grupo?

e (Cual eslacontribucion del GENOMAnc a la especiacion, la evolucidon y
las interacciones ecofisioldgicas?

e (Cudles el papel delos ET en la reorganizacion, transferencia y dindmica
del genoma en el arbol de la vida?

e (Quéimpacto tiene el GENOMAnNCc en la dinamica del genoma, incluidas,
entre otras, la poliploidia o la aneuploidia?

Conviene destacar que al ensamblar los genomas, las regiones mas dificiles de
resolver estan constituidas por las regiones repetitivas y no codificantes. Por
ese motivo, las nuevas técnicas de NGS capaces de tratar el ADN repetitivo re-
velaran en el futuro los misterios del GENOMArep, los modos evolutivos ba-
sados en secuencias repetitivas y el origen de organizaciones alternativas. Los
futuros andlisis globales de los cambios en los paisajes reguladores entre di-
ferentes organismos también ayudaran a dilucidar los mecanismos genéticos
de la evolucion.
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Desarrollo técnico de métodos para el estudio del GENOMAnc

e (Qué desafios tecnoldgicos surgiran para avanzar en las estrategias de
analisis del GENOMAnRc mas alla de las actuales Hi-C, ChIP-seq,
ATAC-seq, DNase-seq o microscopia de alta resolucion, entre otras?

e (Cuales son los desafios técnicos para avanzar en nuestra capacidad de
identificar los elementos del GENOMAnNc y comprender sus
caracteristicas estructurales y funcionales?

Como se describe con mas detalle en el capitulo 3.1, la mejora de las tecnolo-
gias de células individuales, las potentes herramientas de NGS, las técnicas de
edicidn de genes y la microscopia de superresolucion pudieran tener un im-
pacto en nuestra comprension del GENOMAnc. Por otro lado, las nuevas he-
rramientas informaticas y bioinformaticas (véase el capitulo 3.2) seran esen-
ciales para interpretar esta enorme cantidad de datos que, al final, nos
proporcionaran interesantes conocimientos sobre la regulacion temporal y
espacial del GENOMAnc, ayudandonos a identificar nuevos mecanismos que
subyacen a los rasgos de desarrollo, enfermedad y evolucion. Ademas, es ne-
cesario desarrollar nuevos métodos de edicion del ADN para comprender el
impacto del GENOMAnc en el desarrollo y la enfermedad del organismo.
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CAPITULO 5

RESUMEN

En los ultimos afios, se han realizado grandes
esfuerzos para caracterizar el epigenomay el
epitranscriptoma de diferentes tipos de células

y organismos. Sin embargo, la mayoria de esos
estudios son descriptivos, por lo que seguimos
ignorando el papel de muchas epimodificaciones.
Debatimos la necesidad de obtener una visién
funcional y mecanicistay el gran impacto que
este conocimiento tendra en la comprension

y el tratamiento de numerosas enfermedades.

PALABRAS CLAVE

| epigenética ” epitranscriptomica |

| cromatina ” enfermedades poco frecuentes |

| cancer ” degenerativo |

| enfermedades autoinmunes e infecciosas |

| trastornos neuroldgicos y psiquiatricos |
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ENFERMEDAD

RESUMEN EJECUTIVO

Durante los tltimos afios, se han realizado grandes esfuerzos internacionales
para caracterizar el epigenoma de diferentes tipos de células y organismos. Has-
tala fecha se han identificado mas de 100 modificaciones covalentes distintas
de la cromatina que afectan tanto al ADN como a las proteinas histénicas. La
aparicion de la epitranscriptomica es mas actual y estudios recientes estan des-
velando nuevas e inesperadas capas de regulacion de la expresion génica. A pe-
sar de estos avances, seguimos ignorando la funcién especifica —si es que exis-
te— de la mayoria de estas modificaciones epigenéticas y epitranscriptomicas
y suimpacto en la transcripcion, la traduccion y la biologia celular.

En este capitulo, analizaremos primero la importancia de caracterizar de
forma funcional y mecanicista el epigenomay el epitranscriptoma en dife-
rentes contextos celulares. Seguidamente, haremos hincapié en la relevan-
cia de estos estudios para la comprension y el tratamiento de numerosas
afecciones, como las enfermedades poco frecuentes, el cancer, las enferme-
dades degenerativas, autoinmunes e infecciosas, y los trastornos metaboli-
cos, neuroldgicos y psiquiatricos. La investigacion de los mecanismos epi-
genéticos en todas estas condiciones ya ha contribuido a una mejor
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comprension de su etiopatologia. A continuacidn, se analizan los desafios a
los que todavia se enfrenta el sector. El constante desarrollo tecnoldgico esta
desvelando nuevos mecanismos y eventos que esculpen el epigenoma y el
epitranscriptoma, lo que conduce a la produccion de una enorme cantidad
de informacion gendmicay transcriptomica que debe procesarse e integrar-
se para comprender en su totalidad la funcion de estos epicambios y suim-
plicacion en las enfermedades. Aunque se ha informado de cambios en la
cromatina en muchos trastornos y estos cambios suelen correlacionarse con
la progresién de la enfermedad, sigue sin saberse si estas alteraciones epi-
genéticas son una causa o una consecuencia de la patologia. Las tecnologias
innovadoras para la manipulacion precisa del epigenoma y el epitranscrip-
toma deberian permitirnos abordar el enigma de la causalidad en un futuro
proximo. Ademas, deben identificarse compuestos con el potencial de res-
tablecer el paisaje epigenético y epitranscriptomico normal y evaluarse en
ensayos clinicos. Estos farmacos epigenéticos pueden abrir nuevas vias para
el tratamiento de una gran cantidad de trastornos.

El CSIC cuenta con numerosos y excelentes grupos de investigacion que tra-
bajan en epigenética desde distintos puntos de vista. En la parte final de este
capitulo, se analizaran los recursos que el CSIC dedica a hacer frente a estos
desafios y las acciones que se podrian poner en marcha en la institucién para
mejorar su posicion en este campo de investigacion esencial y de rapida
evolucion.

112 Epigenética funcionaly epitranscriptémicay su papel en la salud y la enfermedad

© CSIC © del autor o autores / Todos los derechos reservados



VOLUMEN3 | GENOMA Y EPIGENETICA

5.1 INTRODUCCIGN Y DESCRIPCION GENERAL

5.1.1 Epigenoma

Aunque todas las células somaticas de un organismo pluricelular tienen el
mismo genoma (es decir, idéntica secuencia de ADN), los distintos tipos de
células tienen transcriptomas diferentes (conjunto de todas las moléculas de
ARN expresadas), proteomas diferentes (conjunto de todas las proteinas) y,
por tanto, funciones diferentes. Esto se consigue en gran medida mediante
modificaciones en la cromatina. La unidad estructural basica de la cromatina
eucaridtica es el nucleosoma, en el que aproximadamente 150 pb de ADN se
enrollan alrededor de un nucleo proteico basico integrado por dos copias de
histonas H2A, H2B, H3 y H4. Las modificaciones de la cromatina que afectan
tanto al ADN como a las histonas permiten la propagacion de los estados de
actividad activa y silenciosa de las células madre a las hijas dentro de un lina-
je celular determinado. Los cambios arquitectdnicos y de conformacion en los
nucleosomas, y los bucles de retroalimentacion reguladores de los genes tam-
bién contribuyen a modificar la expresion de la informacion genética sin al-
terar la propia informacion. Estos mecanismos se denominan de manera co-
lectiva epigenoma.

Uno de los procesos epigenéticos mas investigados es la metilacién del ADN,
que se produce con diferentes patrones en el genoma de microorganismos,
plantas y filos animales, al tiempo que desempefia sistematicamente funcio-
nes de proteccién y regulacion. Otros sistemas epigenéticos importantes en
los organismos eucariotas son los complejos de heterocromatina (HP1y H3K-
9me3), Polycomb (PRC1y PRC2) y Trithorax. La transmisidn de las marcas
epigenéticas a través de la division celular requiere que sobrevivan a la repli-
cacion del ADN y a la mitosis, lo que es bastante relevante para las modifica-
ciones de las histonas, ya que los nucleosomas no tienen un sistema de dupli-
cacidon basado en plantillas de ADN. Se cree que los complejos mencionados
perpetuan las respuestas funcionales uniendo modificaciones especificas de
las histonas y modificando otras proteinas histdnicas en la parte central del
nucleosoma para transmitir una herencia estable. La herencia epigenética
suele implicar la cooperacion de sefnales parcialmente superpuestas, con lo
que cada una de ellas afiade un grado de estabilidad, si bien siguen siendo re-
versibles, 1o que permite la plasticidad en presencia de sefiales reguladoras
(Cavalliy Heard, 2019). Los genomas de los organismos unicelulares también
son portadores de informacion epigenética. Analisis recientes del metiloma
han demostrado que la metilacion del ADN esta muy extendida en los
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genomas de bacterias y arqueas, incluidos los pequefios genomas de ciertos
parasitos estrictos. Estos estudios hacen tambalear algunas viejas concepcio-
nes y demuestran que los linajes epigenéticos permiten la adaptacion de las
poblaciones bacterianas a entornos dificiles o cambiantes y modulan la inte-
raccion de los patdgenos con sus huéspedes eucariotas. Ademas de su funcion
en la herencia epigenética, las modificaciones de la cromatina también des-
empeiian un papel fundamental en la plasticidad celular. Gracias a los cam-
bios en su epigenoma, las células que no se dividen en los érganos, como el
musculo o el cerebro, pueden adaptarse o responder de forma diferente a los
cambios en su entorno en funcién de su historial de activacion anterior.

Labiologia molecular, la genomicay la protedmica basada en la espectrometria
de masas han identificado mas de un centenar de modificaciones postraduccio-
nales (PTM) de residuos especificos de las histonas que pueden actuar de for-
ma combinada generando miles de patrones, muchas de cuyas funciones estan
siendo objeto de intensa investigacion. El ADN también puede modificarse de
multiples maneras, desde la metilaciéon abundante de citosinas en la cromatina
de mamiferos y plantas hasta cambios menos frecuentes tanto en las citosinas
como en las demas bases. Con todo, atin se debate si son meros intermediarios
metabdlicos o si desempenan un papel funcional en la biologia del ADN. La in-
vestigacion minuciosa sobre la cromatina mediante enfoques quimicos, celula-
res y de biologia molecular ha proporcionado valiosos conocimientos sobre la
funcién molecular de los reguladores epigenéticos. Estos conocimientos han
puesto de manifiesto la naturaleza altamente dinamica del epigenoma y han
procurado el fundamento molecular que nos permite centrarnos en estas pro-
teinas con fines terapéuticos. El resultado de 25 afios de intensa investigacion
en el campo de la epigenética y la epigendmica ha puesto de manifiesto un es-
cenario extraordinariamente complejo con cientos de proteinas que introdu-
cen (escritores), eliminan (borradores) o se unen (lectores) a modificaciones
especificas de la cromatina. Esta complejidad recalca la contribucion esencial
de los mecanismos epigenéticos en el desarrollo, el envejecimiento, la regene-
racion de tejidos y la plasticidad celular, asi como la implicacion de la desregu-
lacion epigenética en una gran cantidad de enfermedades.

5.1.2 Epitranscriptoma

Aligual que el ADN, el ARN puede modificarse de formas diversas y comple-
jas. La deposicion quimica puede ocurrir en todos los nucledtidos y posicio-
nes (carbono, nitrégeno u oxigeno en las bases o ribosa) y abarca mas de
170 modificaciones, incluidas la metilacidon, la hidroximetilacion, la
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hidroxilacion, la acetilacion, la pseudouridilacion y la glicosilacion (Boccale-
tto et al,, 2018). El procesamiento postraduccional del ARN no solo abarca la
deposicion de grupos quimicos sino también la edicion de secuencias, el re-
corte yempalme de secuencias innecesarias, la adicion de ribonucledtidos no
incluidos en el c6digo genético y la union a proteinas para bloquear su estruc-
tura tridimensional o ganar propiedades cataliticas. En conjunto, estas modi-
ficaciones del ARN constituyen el epitranscriptoma, un término acufiado hace
pocos afios. Dos importantes avances desencadenaron la aparicion de esta
nueva area de investigacion. En primer lugar, el hallazgo de que algunos ge-
nes vinculados ala enfermedad codifican para enzimas modificadoras del ARN
(por ejemplo, FTO que codifica una desmetilasa de ARN 6-metiladenosina
[m6A]) (Jiaet al., 2011). En segundo lugar, el avance de s6lidos métodos de de-
teccién para el mapeo de m6A y otras modificaciones del ARN ha permitido
el desarrollo de métodos de secuenciacion masiva para estudiar el epitrans-
criptoma (Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012). La investigacion pio-
nera sobre la funcidn fisioldgica de estas modificaciones ha dejado al descu-
bierto funciones reguladoras en unavariedad de procesos celulares, incluidos
la autorrenovacion y diferenciacion de las células madre, la proliferacion, el
desarrollo, las respuestas a las sefiales ambientales, la migracion, la supervi-
vencia al estrés, la respuesta inmune, la funciéon mitocondrial y el reloj circa-
diano (Frye et al., 2018). La comprensién del papel de estas modificaciones
postraduccionales dinamicas del ARN representa una nueva fronteraenla in-
vestigacidon, a menudo denominada epitranscriptomica.

Laintensa investigacion de los ultimos afios, junto con el desarrollo de nove-
dosas tecnologias y herramientas, ha desvelado un complejo conjunto de nue-
vos mecanismos reguladores de la expresion génica que afectan a la localiza-
cion, estabilidad y eficiencia de traduccion de las moléculas de ARN (Davalos
et al., 2018). Ademas de los ARN mensajeros (ARNm), también se producen
modificaciones del ARN en el genoma no codificante, mucho menos explora-
do, incluidos los ARN no codificantes pequefios y largos y los elementos trans-
ponibles, cuyas funciones en el desarrollo normal y en los procesos patologi-
cos pudieran ser de una importancia fundamental. Es mas, al igual que con las
enzimas epigenéticas, estamos descubriendo un gran numero de enzimas mo-
dificadoras del ARN que depositan (escritores) o eliminan (borradores) mo-
dificaciones especificas en diferentes posiciones de nucledtidos, dominios de
ARN o tipos de ARN. Por otra parte, se han identificado grupos de proteinas
que se unen especificamente a los nucledtidos modificados (lectores), lo que
afecta al destino del ARN. También, como ocurre con las histonas y el ADN,
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las proteinas de union al ARN (RBP, por sus siglas en inglés) pueden modifi-
carse como parte del repertorio del epitranscriptoma. Las mutaciones en to-
das estas proteinas (escritores, borradores y lectores) se han asociado a diver-
sas patologias, del cancer a la disfuncion neuronal, la fertilidad o el
metabolismo (Harries, 2019), lo que convierte a las enzimas epitranscripto-
micas y a sus sustratos en prometedores objetivos terapéuticos.

5.2 IMPACTO EN EL PANORAMA DE LA CIENCIA BASICA
Y EN LAS POSIBLES APLICACIONES

5.2.1 Epigenética funcional y epitranscriptémica

El estudio de la epigenética y la epitranscriptdmica ha experimentado un fuer-
te impulso en los ultimos afos. Esto se debe principalmente alallegada de avan-
ces tecnoldgicos como la capacidad de analizar todo el epigenoma o todo el epi-
transcriptoma en un solo experimento y la posibilidad de estudiar una mayor
diversidad de epimarcas. Los ultimos avances han demostrado que la 5-metil-
citosina y su contraparte hidroxilada son solo dos de una serie de modificacio-
nes que sufre el ADN para modular la regulacion de los genes. La constatacion
de que las moléculas de ARN estan sometidas a una gran cantidad de modifica-
ciones quimicas afiade nuevas capas de complejidad al sofisticado panel de con-
trol de la expresion génica en una célula. Estas técnicas incluyen: la secuencia-
cion de bisulfitos del genoma completo para investigar la metilacion del ADN'y
el ARN; ChIP-seq para mapear las modificaciones de las histonas y la union de
factores de transcripcion; ATAC-seq para explorar la accesibilidad y la ocupa-
cién dela cromatina; Hi-C para dilucidar la arquitectura de la cromatina; iCLIP-
seq para identificar los sitios de union de RBP en el ARN; miCLIP, m6A-seq o
mlA-seq para explorar la metilacion del ARN en las adeninas del ARN; RiboMe-
th-seqy Nm-seq para detectar la metilacién de laribosa en el ARN; aza-IP para
detectar lametilacion de la citosina en el ARN; o X-seqy CeU-seq para detectar
la pseudouridina, entre otras. Ademas, se ha descubierto que las modificacio-
nes de la cromatina y el ARN pueden ser especificas del tipo de célula o del es-
tado celular, asi como del organismo, lo que aumenta aiin mas la complejidad
de laregulacion epigenéticay epitranscriptomica.

Las marcas epigenéticas y epitranscriptomicas son de naturaleza dinamicay
tienen la capacidad de aparecer o desaparecer en respuesta a estimulos exter-
nos e influencias ambientales, como los nutrientes o el estrés. También cam-
bian desde el desarrollo hasta los organismos envejecidos. Cada vez hay mas
evidencias que demuestran las funciones reguladoras que permiten una
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rapida adaptacion de las células a los cambios del medioambiente. Los cam-
bios del epigenoma y el epitranscriptoma pueden mostrar tanto el pasado
medioambiental como la futura susceptibilidad a la enfermedad. Miles de es-
tudios han demostrado la asociacién de la deposicion aberrante de epimodi-
ficaciones con afecciones que van desde las enfermedades poco frecuentes a
las comunes, y desde las metabdlicas a las autoinmunes, psiquiatricas o can-
cerosas, como analizaremos en detalle en la siguiente seccion. Mas alla de la
salud humana, los estudios epigenéticos y epitranscriptomicos proporcionan
pistas para la mejora de los cultivos y la produccién animal, para manipular
las interacciones entre el huésped y los microbios y para mejorar los produc-
tos biotecnoldgicos pertinentes y la industria alimentaria (véase el capitu-
lo 3.6 para conocer mas detalles). Los contaminantes suelen ser precursores
quimicos de los modificadores del ADN, las histonas y el ARN. Como se des-
cribe con mas detalle en el capitulo 3.6,1a comprension de como la exposicion
adiferentes situaciones ambientales altera el paisaje epigenético servira para
predecir lo que puede ocurrir en el futuro, asi como para identificar las expo-
siciones que se produjeron en el pasado, lo que contribuye a describir la etio-
logia de las enfermedades ambientales, asi como a permitir intervenciones
preventivas. Ademas, cada vez hay mas pruebas que demuestran la transmi-
sidon de informacion epigenética a través de la linea germinal (es decir, la lla-
mada herencia epigenética transgeneracional) (Horsthemke, 2018). Las modi-
ficaciones residuales de ADN e histonas en las células germinales y las
moléculas de ARN de larga duracién se han postulado como posibles porta-
dores de informacion epigenética a través de las generaciones. Estos meca-
nismos transgeneracionales y suimportancia parala salud y la enfermedad se
trataran con mas detalle en el capitulo 3.7.

5.2.2 Mecanismos epigenéticos en la enfermedad

Lainvestigacion multidisciplinariay colaborativa de genetistas, bioquimicos,
quimicos médicos, bidlogos celulares, médicos y bioinformaticos ha aporta-
do una enorme cantidad de conocimientos sobre el papel fundamental de los
reguladores epigenéticos en la etiopatologia. Estos avances, y los que atin es-
tan en desarrollo, han permitido identificar varios objetivos terapéuticos pro-
metedores que actualmente se estan explorando en su mayoria en trastornos
cerebrales, autoinmunes o relacionados con el cancer. Sin embargo, descifrar
la funcién mecanicista de los cambios epigenéticos en el origen y la progre-
sién de las enfermedades supone todo un desafio y requerira el desarrollo de
estudios funcionales en organismos modelo o sistemas de cultivo celular. La
investigacion sobre estos modelos ha demostrado que las epimarcas pueden
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modificarse mediante intervenciones farmacoldgicas o cambios en el entor-
no, lo que abre nuevas e insospechadas vias de tratamiento. La reproduccion
de estos esfuerzos de colaboracion en el campo emergente de la epitranscrip-
tomica representa un nicho de oportunidad para futuras investigaciones. En
los proximos parrafos subrayaremos la importancia de este tipo de estudios
en diferentes areas de la biomedicina.

Etiologia epigenética de enfermedades poco frecuentes: Los ultimos plan-
teamientos sobre el genoma completo han permitido identificar un niimero
cada vez mayor de enfermedades hereditarias poco frecuentes causadas por
mutaciones en factores que actiian en la cromatina, como las metiltransfera-
sas del ADN, las enzimas modificadoras de las histonas, los factores de remo-
delacion de la cromatina y las proteinas lectoras (Bjornsson, 2015; Velasco y
Francastel, 2019). Aunque las enfermedades poco frecuentes afectan por se-
parado a menos de 1 de cada 2000 personas, se estima que, solo en la UE, mas
de 30 millones de personas se ven afectadas por enfermedades poco frecuen-
tes (The Lancet Diabetes, 2019). La mayoria de estas enfermedades no tienen
un tratamiento aprobado y representan una enorme carga para los pacientes,
las familias y la sociedad. La etiologia de estas afecciones implica defectos en
el establecimiento de marcas epigenéticas en las primeras etapas del desarro-
llo 0 en la perpetuacion de dichas marcas en etapas posteriores. En muchos
casos, estas alteraciones epigenéticas estan asociadas a neuropatias, trastor-
nos del neurodesarrollo, discapacidad intelectual e inmunodeficiencia. En to-
dos los casos se altera el paisaje epigendmico y se observan cambios en los per-
files de transcripcion. Curiosamente, la deficiencia de diferentes factores
epigenéticos suele generar fenotipos y sintomas comunes, lo que sugiere que
sus acciones convergen en vias y genes comunes. Todavia entendemos mal la
naturaleza de estos nodos y los mecanismos que vinculan los cambios epige-
néticos con las manifestaciones clinicas. Existe una gran necesidad de iden-
tificar los mecanismos epigenéticos que rigen el resultado de estas afecciones
con el fin de identificar biomarcadores fiables para mejorar el diagndstico y
los tratamientos que disminuyan o acaben con los sintomas mas graves.

Epigenética del cancer: A pesar de la enorme cantidad de datos recopilados
en las tltimas cuatro décadas sobre la biologia de las células tumorales, nues-
tra capacidad para comprender y controlar el desarrollo del cancer sigue sien-
do, por desgracia, limitada. Todavia no sabemos como prevenir la conversion
de una célula precancerosa en un tumor, sobre todo debido al hecho de que
los primeros acontecimientos que desencadenan la adhesién a un nuevo
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linaje canceroso siguen siendo en gran parte desconocidos. Un punto crucial
en la historia de un tumor es la transicion de una célula normal a un estado
maligno. Las pruebas recientes de tumores hematopoyéticos y epiteliales re-
velaron que la contribucion de los oncogenes al desarrollo del cancer esta me-
diada principalmente a través del iniciado epigenético de las células iniciado-
ras del cancer, lo que sugiere que las lesiones genéticas que inician el proceso
del cancer podrian ser prescindibles para la posterior progresion y manteni-
miento del tumor (Vicente-Duenas et al., 2018). En las fases iniciales del de-
sarrollo del cancer, una célula normal se va a convertir en una célula precan-
cerosa por la accion de una determinada transformacion oncogénica o por la
exposicion a un factor ambiental (como el humo del tabaco en el adenocarci-
noma de pulmoén); ambos pueden restablecer el estado epigenético o del trans-
criptoma y reprogramar el epigenoma para dar lugar a una célula precance-
rosa. Una vez realizada su funcion en la reprogramacion oncogénica, yano es
necesaria la transformacién inicial para la progresion del tumor. El iniciado
epigenético maligno puede tener lugar en los primeros afios de vida y perma-
necer en silencio hasta que segundos acontecimientos especificos desencade-
nen la aparicion del cancer. Estas segundas transformaciones pueden suce-
der al azar o pueden desencadenarse por factores ambientales o por el
envejecimiento (Sen et al., 2016; Tomasetti y Vogelstein, 2015). Por ello, una
comprension detallada del recableado epigenético es un requisito previo para
el desarrollo de cualquier posible tratamiento contra el cancer dirigido al epi-
genoma de las células precancerosas. Ademas, aunque todavia no sabemos si
el iniciado epigenético puede ser el inico impulsor del cancer, la aparicion de
nuevas herramientas para detectar el evento de iniciado antes del desarrollo
de un tumor completo esta empezando a arrojar luz sobre este mecanismo.
Los avances en este campo y el desarrollo de nuevas herramientas terapéuti-
cas son muy prometedores para revertir los cambios epigenéticos relaciona-
dos con el cancer. Aligual que la epigenética, el epitranscriptoma representa
una nueva capa de complejidad en la biologia del cancer. Los investigadores
han ido recopilando datos que implican las modificaciones postraducciona-
les del ARN con funciones supresoras o promotoras de tumores (Barbieri y
Kouzarides, 2020).

Epigenética de los trastornos metabolicos: Desde el punto de vista epidemio-
16gico, las dos enfermedades metabdlicas mas importantes son la obesidad y la
diabetes de tipo 2. Ambos trastornos han alcanzado proporciones epidémicas
en todo el mundo y se cree que tienen un importante componente epigenético.
Su mayor prevalencia se harelacionado con la mejora del nivel de vida junto con
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el aumento del sedentarismo y el facil acceso a abundante comida rapida y de
alto contenido energético. Varios estudios han demostrado una estrecha corre-
lacion entre las firmas epigenéticas y los rasgos clinicos asociados ala obesidad
o a la distribucion del tejido adiposo, que a menudo afectan a genes relaciona-
dos con el metabolismo de la insulina/glucosa, el metabolismo de los lipidos y
laadipogénesis, o laregulacion de laingesta de alimentos. Sin embargo, no esta
del todo claro si todos estos cambios son la causa o son secundarios a la disfun-
cion metabdlica, especialmente en los estudios realizados con muestras de san-
gre en lugar de tejido adiposo (Wahl et al., 2017). Las regiones que presentan
una metilacion andmala del ADN suelen estar asociadas a genes que se sabe que
regulan el metabolismo y muestran una expresion génica diferencial, lo que vin-
cula los mecanismos epigenéticos con la disfuncion de los islotes pancreaticos
(Volkov et al., 2017). Sin embargo, la contribucién individual de estos genes o
loci ala diabetes es bastante pequefia, en consonancia con la compleja natura-
leza poligénica y multifactorial de la enfermedad. Varios estudios también han
demostrado que las dietas altas en grasas y la ingesta excesiva de acidos grasos
saturados inducen cambios epigenéticos y de expresion génica en el musculo,
el tejido adiposo y los islotes pancreaticos. Ademas, las modificaciones epige-
néticas durante el desarrollo intrauterino en madres con malas condiciones nu-
tricionales o de salud pueden conllevar la aparicidon de trastornos metabdlicos
en su progenie afos después del nacimiento, como la obesidad y la diabetes, e
incluso en generaciones posteriores (Sales et al., 2017). Por lo tanto, un aspec-
to importante para futuros estudios sera comprender los mecanismos por los
que los habitos alimentarios afectan al epigenoma, especialmente en individuos
predispuestos (véase también el capitulo 3.7). La modificacién postranscripcio-
nal del ARN m6A también desempefia un papel importante en el metabolismo
de la glucosa y los lipidos, y algunos reguladores de m6A pueden estar implica-
dos en vias hepaticas criticas relacionadas con la obesidad y el sindrome meta-
bdlico. Las investigaciones posteriores allanaran el camino hacia intervencio-
nes dirigidas a vias epigenéticas y epitranscriptomicas especificas para el
tratamiento.

Epigenética de las enfermedades degenerativas: Los trastornos degenerati-
vos son un grupo heterogéneo de afecciones que pueden afectar a tejidos, érga-
nos o atodo el organismo. Aunque algunas de estas afecciones tienen un origen
genético, otras son provocadas por factores ambientales o surgen con el enve-
jecimiento. El papel de la epigenética en el envejecimiento y las enfermedades
relacionadas con la edad esta bien documentado en la bibliografia. Las altera-
ciones en el ADN, las modificaciones y la composicion de las histonas y la
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regulacion de los ARN no codificantes forman parte del proceso de envejeci-
mientoy se cree que contribuyen a las enfermedades neurodegenerativas rela-
cionadas con la edad. Laincidencia de estas enfermedades, incluida la enferme-
dad de Alzheimer y otras demencias, la enfermedad de Parkinson y otros
trastornos del movimiento o neuromusculares, casi se duplica con cada década
de edad y por eso representan uno de los principales problemas de salud de la
poblacion que envejece. Al igual que ocurre con el envejecimiento, hay una re-
duccion general de la 5-metilcitosina en varias areas anatomicas, junto con un
aumento/disminucion de genes especificos como el SNCA en el parkinson o el
IL-1en el alzhéimer. También se observan alteraciones en los niveles de modi-
ficacién de las histonas o, incluso, en la composicién de estas, asi como desre-
gulacién o expresion diferencial de algunos micro-ARN. El analisis de las mo-
dificaciones epigenéticas, tanto en el genoma como en los locus especificos,
descubrira el impacto gendémico del proceso de envejecimiento y sefialara en-
foques de intervencion que pudieran aliviar o prevenir la degeneracion relacio-
nada con la edad y otros efectos no deseados del envejecimiento.

Epigenética de los trastornos neuroldgicos y psiquiatricos: Nuestro cono-
cimiento de la etiologia de muchos de los trastornos neurolédgicos y psiquia-
tricos sigue siendo limitado, en parte debido a su origen complejo. Aunque al-
gunas afecciones neuroldgicas se producen por mutaciones en genes tnicos,
la mayoria de los trastornos mentales tienen un origen poligénico. Por lo ge-
neral, estas afecciones tienen un componente hereditario, pero la contribu-
cion de los factores ambientales oscila entre menos del 25 % en afecciones
como la esquizofrenia, el trastorno bipolar, los trastornos del espectro autis-
tao el trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDAH), y mas del
60 % en los trastornos de ansiedad, el trastorno obsesivo-compulsivo (TOC),
el trastorno por estrés postraumatico (TEPT) y los trastornos depresivos ma-
yores. La investigacion de los mecanismos epigenéticos en la funcion cerebral
ha contribuido a una mejor comprension de este componente no heredable
de la enfermedad mental. Esta investigacion ha demostrado que la regulacién
epigenética de la expresion génica no se limita a los procesos de desarrollo
sino que también desempefia un papel fundamental en las neuronas maduras,
lo que influye en una gran variedad de mecanismos basicos del cerebro adulto
y proporciona nuevas pistas sobre como el entorno y las experiencias pueden
interactuar con nuestro genoma. Del mismo modo, las modificaciones del ARN,
como lam6A, pueden impulsar redes reguladoras postranscripcionales especi-
ficas delaregion en el cerebroy contribuir a las enfermedades cerebrales (Chang
etal.,2017). La desregulacion epigenética y epitranscriptémica parece ser una
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caracteristica de numerosos trastornos neuroldgicos y psiquiatricos que pue-
de contribuir de forma importante a su etiologia. Este es el caso de numero-
sos trastornos del neurodesarrollo asociados a la discapacidad intelectual y el
autismo, enfermedades neurodegenerativas como el alzhéimer o la enferme-
dad de Huntington, y trastornos psiquiatricos como la drogadiccion y la es-
quizofrenia. El dificil acceso al tejido cerebral y su extrema complejidad, tan-
to en términos de diversidad como de nimero de células, provoca desafios
especificos para la investigacion en este ambito, ya que la mayoria de los mé-
todos actuales para detectar los epicambios se basan en laboriosos procedi-
mientos bioquimicos o inmunoldgicos que requieren una cantidad significa-
tiva de células homogéneas.

Epigenética de las enfermedades autoinmunes: En los tiltimos afios se ha
observado un creciente interés y aprecio por el papel de la regulacion epige-
nética en el sistema inmunitario sano y en la autoinmunidad. El desarrollo de
la tecnologia basada en matrices de metilacion del ADN en el genoma com-
pleto y de la secuenciacion de alto rendimiento ha permitido la evaluacién de
marcas epigenéticas especificas en todo el genoma en pacientes con una serie
de enfermedades autoinmunes, asi como la identificacion y caracterizacion
de regiones especificas dentro del genoma que estan alteradas epigenética-
mente en comparacion con los controles sanos. Sin embargo, los conocimien-
tos existentes no pueden explicar en su totalidad si las alteraciones epigené-
ticas causan o siguen al aumento de la activacion inmunitaria, lo que hace que
su caracterizacidn precisa sea un requisito para una comprension global de
los mecanismos patogenéticos que complemente los estudios genéticos y cli-
nicos. La integracion de los datos de los estados de metilacion del ADN espe-
cificos de la enfermedad y de las células, de las modificaciones de las histonas
y de la actividad de los ARN no codificantes, ademas de los datos de la gené-
micay latranscriptémica, y la aplicacion de metodologias novedosas como el
RNA-seq de célula tinica o la edicion génica proporcionaran una mejor ima-
gen del papel de la epigenética en la etiologia, el prondstico y el tratamiento
de las enfermedades autoinmunes.

Epigenética de las enfermedades infecciosas: Las enfermedades infeccio-
sas humanas causadas por bacterias, virus, parasitos y hongos son las segun-
das mas frecuentes y representan el 20 % de todas las enfermedades huma-
nas. Las interacciones entre el patdgeno y el huésped requieren una rapida
adaptacion y evolucidn. La supervivencia de los parasitos depende de la eva-
sidn del sistema inmunitario del huésped para asegurar su persistencia. A su
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vez, el huésped debe desarrollar mecanismos de defensa para evitar la inva-
sidény eliminar el microorganismo invasor (resistencia), o para limitar el dafio
causado por la infeccidn (tolerancia). Los procesos epigenéticos, tanto en el
huésped como en el patdgeno, desemperian un papel fundamental en la regu-
lacién de las interacciones entre el huésped y el patégeno durante la infec-
cion, asi como en la capacidad de evolucion y la rapida adaptacién de los agen-
tes infecciosos (véase también el capitulo 3.6). Una posibilidad intrigante es
que la maquinaria epigenética de los patdgenos intracelulares pueda alterar
directamente el genoma del huésped (Sanchez-Romero y Casadesus, 2020).
Una mejor comprension de los mecanismos reguladores que controlan las va-
riantes de los fenotipos de infeccidn es esencial para prevenir la aparicién y
reaparicion de enfermedades infecciosas y el fracaso de las intervenciones de
control/erradicacion existentes. Ademas, aunque el epitranscriptoma se ha
investigado sobre todo en organismos eucariotas, las modificaciones del ARN
también estan presentes en el genoma de numerosos microorganismos. Por
ejemplo, los genomas de ARN de muchos virus contienen numerosas modifi-
caciones de ARN que influyen en su crecimiento e infectividad (Netzband y
Pager, 2020). El reciente descubrimiento de las enzimas encargadas de afia-
dir y eliminar estas modificaciones postranscripcionales, asi como los gran-
des avances tecnoldgicos en la determinacion y analisis del epitranscriptoma
mediante inmunoprecipitacion y secuenciacion masiva, han permitido co-
menzar a conocer el efecto de estas modificaciones postranscripcionales del
ARN en la patogénesis viral. La reciente prevalencia de las infecciones por vi-
rus de ARN aboga firmemente por la integracion de los estudios epitranscrip-
tomicos en este ambito de investigacion.

5.3 PUNTOS CLAVE DEL DESAFIO

5.3.1 Desarrollo de métodos y herramientas para

la deteccion rapida y cuantitativa de epicambios e interacciones
acido nucleico-proteina con precision de un solo nucleétido

Los cientificos ya disponen de un potente arsenal de técnicas para cartografiar
las modificaciones en el genoma y el transcriptoma. La reduccion de los costes
y los ajustes que permiten el escalado descendente de estas técnicas a nimeros
de células bajos, en el rango de una a unos pocos miles de células, estan posibi-
litando un progreso muy rapido en nuestra comprension de los paisajes regu-
ladores. Sin embargo, atin estamos lejos de completar el mapa de las marcas epi-
genéticas y, sobre todo, epitranscriptomicas que utilizan los distintos tipos de
células de un organismo determinado. El progreso futuro requerira técnicas
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sofisticadas de alto rendimiento para ampliar y complementar las existentes.
Las nuevas tecnologias de secuenciacion de moléculas individuales directas
y el desarrollo de anticuerpos especificos para diversas modificaciones del
ARN pudieran permitir el trazado de marcas epitranscriptomicas especificas
de los transcritos en todos los tipos de células. Ademas, para desvelar el codi-
go epitranscriptomico y su importancia para la salud y la enfermedad huma-
nas, es necesario descubrir la interaccién reguladora combinatoria entre las
diferentes modificaciones del ARN. Asimismo, sera de suma importancia el
desarrollo de metodologias que puedan permitir la determinacién inequivo-
ca de las epimodificaciones en un tipo celular especifico, con independencia
del tejido de origen. El objetivo principal deberia ser alcanzar la capacidad de
detectar una modificacidon concreta, en una célula especifica dentro de la re-
solucion del gen/locus o incluso del nucleétido. Igualmente importante es el
desarrollo de métodos innovadores y tecnologias de secuenciacion capaces de
detectar a la vez diferentes marcas epigenéticas en un mismo locus o marcas
epitranscriptomicas dentro de un mismo transcrito. Entre estos avances, la
descripcidn detallada de las alteraciones del paisaje de la cromatinay de la es-
tructura global tridimensional de 1a cromatina parece esencial para compren-
der la contribucion de la cromatina a la regulacidn de los genes y al estableci-
miento de enfermedades. La traduccion de las firmas epigenéticas especificas
delos tejidos ala arquitectura tridimensional de la cromatina representa una
nuevay prometedora linea de investigacion (véase también el capitulo 3.3 para
obtener mas detalles). Se necesitan mapas completos de alta resolucion para
ordenar las interacciones entre los perfiles epigenéticos y los loci de rasgos
cuantitativos o las variantes genéticas asociadas a la enfermedad, ya que al-
gunas de ellas estan relacionadas con polimorfismos de un solo nucledtido que
afectan a los sitios de metilacién CpG.

5.3.2 Comprension de las modificaciones y la dinamica

del ADN y el ARN en todo el sistema

Las nuevas técnicas descritas anteriormente tienen el potencial de generar
una cantidad de datos masiva y dificil de manejar. Asi pues, nos enfrentamos
al enorme desafio de integrar los nuevos datos epigenémicos y epitranscrip-
tomicos con los resultados genéticos, transcriptémicos y protedmicos, las aso-
ciaciones gendmicas y las interacciones tridimensionales de la cromatina en
el contexto especifico del tipo de célula, del estimulo y de la localizacion con
el fin de proporcionar una mejor imagen de sus implicaciones funcionales. La
disponibilidad de perfiles genémicos y epitranscriptomicos para el reperto-
rio completo de proteinas escritoras, lectoras y borradoras y sus sustratos
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debiera conducir a una comprension exhaustiva de la regulacion y la dinami-
cade la expresion génica. Para desvelar la interrelacion entre las modificacio-
nes de las histonas, el ADN y el ARN se necesitaran soluciones informaticas
estandarizadas que permitan identificar, analizar e integrar las modificacio-
nes del ARN de alto rendimiento con los datos epigendmicos. Sera preciso de-
sarrollar nuevos analisis bioinformaticos integradores de datos con una ma-
yor potencia informatica.

5.3.3 Mapeo del epigenoma y del epitranscriptoma

en cuatro dimensiones

Tanto el epigenoma como el epitranscriptoma son dinamicos por naturaleza
y, por tanto, tendremos que comprender los mecanismos que impulsan su
cambio durante el desarrollo, la experiencia vital, la interaccién con el entor-
noyel envejecimiento. Es fundamental determinar las alteraciones transcrip-
cionales y epigenéticas que se producen durante el desarrollo normal porque
estainformacion nos ayudara a determinar la ventana espacio-temporal en la
que la deficiencia de factores epigenéticos o epitranscriptomicos contribuye
mas al desarrollo de la enfermedad, lo que facilita las intervenciones terapéu-
ticas prematuras. Esto deberia dictar un diagndstico basado no solo en los sin-
tomas sino también en las caracteristicas moleculares, incluidos los patrones
alterados de metilacion del ADN, las histonas o las modificaciones del ARN.
Estos conocimientos y la ampliacion de los cribados gendmicos —actualmen-
te limitados en gran medida al exoma— al genoma no codificante debieran
ayudar a dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes a un gran nume-
ro de enfermedades poco frecuentes no diagnosticadas. Es mds, una compren-
sidén precisa de la dinamica de las epimodificaciones debiera aclarar también
el tipo de rasgos e informacion que pueden transmitirse a la descendenciay
afectar a las generaciones futuras.

5.3.4 Resolucion de los mecanismos epigenéticos

y epitranscriptomicos de la etiopatologia

Existe una gran necesidad de elaborar un catalogo completo de variaciones epi-
genomicas y epitranscriptomicas asociadas a las enfermedades humanas en ge-
neral. Estas pudieran servir como biomarcadores de la actividad de 1a enferme-
dad o de su evolucion. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios de asociacion
del epigenoma completo se han basado en el uso de microarrays para identifi-
car los sitios de metilacion CpG y, en este sentido, una proporcién muy grande
del epigenoma no ha sido atin descubierta. Ademas, muchos de los posibles me-
canismos epigenéticos permanecen inexplorados y su investigacion puede
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llevarnos en direcciones inesperadas. Por su parte, los recientes avances en la
investigacion epitranscriptomica asocian de forma claralas alteraciones de las
enzimas modificadoras del ARN con la aparicion de enfermedades como el can-
cer, lo que demuestra que la inhibicién de esas enzimas puede tener un enorme
potencial terapéutico. Pero los estudios de asociacion de todo el epitranscrip-
toma siguen sin descubrirse y cientos de posibles mecanismos epitranscripto-
micos sin explorarse. Una vez que completemos el catalogo de epimodificacio-
nes vinculadas a las enfermedades, todavia tendremos que determinar su
contribucidn especifica al estado de la enfermedad, asi como la diafonia entre
la genética y la epigenética, y entre la transcriptomica y la epitranscriptomica.
Este enorme desafio debe llevarse a cabo, preferentemente, en los estadios ini-
ciales de la enfermedad, ya que cualquier alteracion epigenética observada en
un tejido autopsiado puede reflejar (en concreto en enfermedades de larga du-
racion como las neurodegenerativas) cambios relacionados con el avance de la
enfermedad, lo que hace bastante dificil diferenciar entre causa y consecuen-
cia. En el campo de la epigenética del cancer, todavia no sabemos si la decision
de iniciar el cancer tiene lugar durante la diferenciacion del tumor o si esta com-
puesta por una serie de decisiones consecutivas. Los futuros avances en la pre-
vencion del cancer pueden depender de la identificacion de exposiciones espe-
cificas como desencadenantes del iniciado epigenético y de la proteccion de los
individuos susceptibles de exponerse a factores ambientales que pueden des-
encadenar el cancer (por ejemplo, las infecciones en nifios portadores de genes
susceptibles). También habria que dedicar esfuerzos a estudiar los cambios en
el epigenomay el epitranscriptoma de la célula huésped inducidos por la infec-
cion del patdgeno parainfluir en las respuestas del huésped y contribuir a otras
formas de enfermedad humana.

5.3.5 Comprensidn de los trastornos a nivel unicelular

Lallegada de las estrategias de célula tinica ofrece una oportunidad éptima para
obtener informacién sobre los mecanismos que subyacen a la identidad celu-
lar, el fenotipo y la respuesta a los estimulos, los factores de estrés y los patdge-
nos (Avraham et al,, 2015). La naturaleza individual de los cambios epigenéti-
cos, el hecho de que afecten de forma diferencial a las células de un tejido, es uno
de los principales obstaculos a la hora de estudiar la influencia o el papel de los
cambios epigenéticos en la etiopatologia, sobre todo en el caso de las enferme-
dades cerebrales y otros tejidos complejos. Mientras que en el analisis genéti-
co no es imprescindible el uso de tejidos o células afectadas por determinadas
enfermedades, ya que la mayor parte de la variacién genética causante de una
enfermedad se encuentra en todas las células, esto no puede aplicarse a las
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enfermedades epigenéticas. Las marcas epigenéticas cambian segun el tipo
de célulay, por tanto, su estudio requiere el analisis especifico de esas célu-
las. El continuo perfeccionamiento y el nuevo desarrollo de técnicas que abar-
can el genoma completo para explorar el epigenoma, el transcriptomay el epi-
transcriptoma a nivel unicelular debieran resolver los problemas causados por
la diversidad celular y reducir la cantidad de tejido necesaria (véase también el
capitulo 3.1 para obtener mas detalles sobre los métodos de célula tinica). Estas
técnicas permitiran analizar los cambios epigenéticos, epitranscriptémicos y
de expresién génica en poblaciones celulares restringidas. Esto puede iniciar
una era de nuevos descubrimientos que tienen el potencial de cambiar radical-
mente nuestra comprension de las enfermedades, en particular las que afectan
a tejidos complejos y heterogéneos como el cerebro y los tejidos sometidos a
una infeccidn patdgena. Este conocimiento es fundamental, por ejemplo, para
comprender las estrategias de variacion de fase y de apuesta diversificada im-
plicadas en laresistencia a los antibioticos y la evasion inmunoldgica, y para an-
ticipar la rapida adaptacion de los patégenos a los nuevos medicamentos y va-
cunas (Chattopadhyay et al., 2018). Esto también debiera aclararla sorprendente
especificidad del tipo de neurona de la mayoria de las afecciones neurodegene-
rativas y las diferencias de éxito en el tratamiento de los distintos tipos de can-
cer. La tecnologia de analisis de células individuales también sera un buen com-
plemento al arsenal de herramientas de investigacion para estudiar los
trastornos metabdlicos.

5.3.6 Inferencia de la causalidad de las epimodificaciones

Enlaultima década, hemos podido dibujar mapas epigendmicos y epitranscrip-
tomicos de gran alcance y hemos aprendido como unos pocos actores (princi-
palmente escritores, lectores y borradores) perturban estos sistemas. Aunque
proporcionan informacion posicional til y pistas sobre los mecanismos mole-
culares en juego, es necesario invertir mucho esfuerzo en el desarrollo de ensa-
yos funcionales que incorporen los datos recogidos mediante los métodos glo-
bales mencionados para comprender los efectos de la compleja interaccidon de
estas modificaciones. En muchos trastornos se han notificado cambios en la me-
tilacion del ADN, en las modificaciones postraduccionales de las histonas
(HPTM) y otros cambios en la cromatina, que a menudo se correlacionan con
la progresion de la enfermedad. Sin embargo, se desconoce si estas alteraciones
epigenéticas son causa o consecuencia, incluso indirecta, de la patologia. La ca-
pacidad de editar especificamente el epigenoma y el epitranscriptoma prome-
te mejorar nuestra comprension del funcionamiento de las epimodificaciones
y permitir la manipulacion del fenotipo celular con fines terapéuticos. La
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reciente revolucion en las tecnologias de ingenieria gendmica ha permitido el
uso de herramientas altamente especificas de ADN y ARN para incorporar con
precision cambios epigenéticos o editar secuencias de ARN de forma especifi-
capara cadalocus, lo que crea diversas plataformas de edicion del epigenomay
el epitranscriptoma. Por ejemplo, la tecnologia CRISPR (del inglés Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9 se ha adaptado ala edi-
cion epigenética mediante la creacion de proteinas quiméricas entre una nu-
cleasa Cas9 muerta (dCas9) con dominios cataliticos responsables de la modi-
ficacion de la cromatina. Dado que los ARN guia son faciles de disefiar y pueden
dirigir la actividad catalitica a practicamente cualquier region del genoma, uno
puede, en principio, alterar de forma local el perfil epigenético en cualquier lo-
cus de diferentes maneras segun la actividad enzimatica acoplada a dCas9. Es
importante destacar que estas nuevas herramientas genéticas (a diferencia de
la edicion del genoma mediante el sistema CRISPR/Cas9 convencional) son
igual de eficaces en las células en division y en las que no lo estan, y proporcio-
nan medios sin precedentes para aumentar o disminuir la expresion de cual-
quier gen de interés en tipos de células potencialmente resistentes a los enfo-
ques de edicion génica. Se trata de un area que atn estd en desarrollo y en la que
cada vez hay mas herramientas novedosas y sofisticadas para la epiedicion. Un
mayor desarrollo de las tecnologias actuales basadas en el sistema CRISPR/
dCas9 para manipular con precision el epigenoma y la innovacion de tecnolo-
gias pioneras para la manipulacion del epitranscriptoma deberian permitirnos
abordar el enigma de la causalidad para la mayoria de las epimodificaciones en
un futuro proximo (Voigt y Reinberg, 2013).

5.3.7 Nuevas epiterapias

Enlatltima década, los quimicos médicos han producido un conjunto sin pre-
cedentes de pequefias moléculas que se dirigen a las proteinas responsables
de la escritura, lectura o borrado de las marcas epigenéticas en la cromatina.
Varias de estas terapias epigenéticas ya han llegado a los hospitales para com-
batir el cancer, y muchas otras han avanzado hasta las primeras fases de los
ensayos clinicos en una gran cantidad de enfermedades. El uso de farmacos
epigenéticos en combinacion con otras terapias ha abierto nuevas vias muy
prometedoras para combatir la enfermedad (Michalak et al., 2019). Por ejem-
plo, la existencia de un mecanismo de iniciacion tumoral impulsado por la epi-
genética abre nuevas posibilidades para prevenir o suprimir el cancer, ya que
las modificaciones epigenéticas, a diferencia de los cambios genéticos, pue-
den borrarse, manipularse y reiniciarse incluso antes de que una célula pre-
cancerosa pueda evolucionar hacia el cancer.
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Una mayor investigacion de los compuestos dirigidos a los modificadores del
ARN relacionados con la enfermedad y la interaccion entre el epitranscripto-
may el epigenoma identificara sin duda nuevos objetivos terapéuticos. La
comprension de las maquinarias y factores que introducen, eliminan y leen
las modificaciones de la cromatina y el ARN permitira su modulaciéon median-
te el desarrollo de nuevos farmacos con valor farmacéutico. También es ur-
gente ampliar los métodos de administracion de estos epifarmacos; las estra-
tegias basadas en la nanotecnologia facilitaran esta tarea. Ademas de los
enfoques farmacoldgicos, también existe un gran interés en explorar la posi-
bilidad de corregir directamente las alteraciones epigenéticas mediante los
métodos de epiedicién mencionados con anterioridad (Hilton et al., 2015;
Kwon et al., 2017). Aunque el uso de esta tecnologia incipiente en drganos com-
plejos, como el cerebro, se enfrenta a los destacados desafios asociados a la te-
rapia génica en estos 6rganos (es decir, bioseguridad, especificidad celular, ac-
cesibilidad al tejido enfermo, etc.), sigue representando un area importante
de desarrollo que puede permitir enfoques terapéuticos personalizados para
corregir alteraciones de la cromatina.

5.3.8 Epigenomica social y epidemiologia

Resulta urgente emprender estudios poblacionales de gran envergadura para
caracterizar el paisaje epigenético y epitranscriptomico en situaciones de
partida, y cdmo evolucionan estos paisajes con el proceso de envejecimiento
ylainfluencia del entorno (véanse también los capitulos 3.6 y 3.7). También
es muy necesario comprender como afectan las diferentes patologias a estos
paisajes e incorporar la heterogeneidad de la enfermedad en el disefio del es-
tudio. Las marcas epigenéticas pueden prever la aparicion de enfermedades.
Esto debiera revelar importantes indicios sobre la susceptibilidad a las en-
fermedades en las distintas poblaciones y la mejora del entorno, lo que per-
mitiria mejorar la salud publica y la equidad social. La identificacion de epi-
biomarcadores que pudieran predecir la evolucién de la enfermedad y la
respuesta al tratamiento es mas dificil de conseguir que las mutaciones ge-
néticas clasicas. En primer lugar, porque pueden ser especificos de un tejido;
en segundo lugar, porque incluso con aproximaciones por PCR de alta sensi-
bilidad, es todavia un reto técnico identificar cambios en el perfil epigenéti-
codeunlocus determinado o en el epitranscriptoma derivado de unas pocas
células. La herencia transgeneracional en mamiferos se entiende poco toda-
via, pero si las investigaciones futuras demuestran un impacto mas amplio
que el anticipado, tal conocimiento seria importante para proteger a las ge-
neraciones sucesivas.
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CAPITULO 6

RESUMEN

La contaminacion ambiental y el cambio
climatico estan influyendo mucho en todas las
formas de vida de nuestro planeta. Resulta
necesario comprender como la exposicion a los
contaminantes altera el genoma, el epigenomay
la microbiota en los seres humanos, los
animales y las plantas, y como las poblaciones
microbianas presentes en la naturaleza
responden a las fluctuaciones
medioambientales. La genomica, la epigenética
y la metagendmica integradas pueden
contribuir al desarrollo de soluciones agricolas
y ganaderas respetuosas con el medioambiente,
asi como a nuevos usos biotecnoldgicos basados
en los microbios.
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RESUMEN EJECUTIVO

La contaminacién ambiental y el cambio climatico se han convertido en una
de las amenazas mas graves para los seres humanos y otras formas de vida del
planeta. Es importante entender como estos factores influiran en la vida de
nuestro planeta. El objetivo de este desafio consiste en desentrafiar como el
medioambiente interactia con el genomay el epigenoma para dar forma a la
fisiologia, el desarrollo y la patologia de los seres humanos, los animales y las
plantas, y cdmo los cambios medioambientales afectan a la evolucion de las
comunidades microbianas en la naturaleza.

Una necesidad crucial estriba en comprender como la exposicion a los conta-
minantes (sustancias quimicas y nanomateriales) y los cambios medioambien-
tales influyen en el genomay el epigenoma durante toda la vida de un organis-
mo. Asimismo, resulta importante aclarar cdmo la firma genética, incluido el
epigenoma, determina la susceptibilidad de cada individuo, asi como la heren-
cia epigenética transgeneracional, en respuesta a estas amenazas. Entender
como las fluctuaciones de las condiciones medioambientales se traducen en
cambios gendmicos y epigendmicos mejorara nuestros conocimientos sobre

Antonia Herrero y Lourdes Ramos (coordinadoras del capitulo) 133

Copia gratuita / Personal free copy  http://libros.csic.es



DESAFIOS CIENTIFICOS DEL CSIC: RUMBO AL 2030

los mecanismos reguladores que controlan la fisiologia y el desarrollo huma-
no, animal y vegetal. También hay una necesidad emergente de encontrar nue-
vas soluciones para una agricultura y una ganaderia respetuosas con el
medioambiente que deberia abordarse con una mejor comprension de la epi-
genética como fuente de variabilidad fenotipica y adaptabilidad, y la gendémi-
caintegradora para el descubrimiento de nuevos rasgos de interés agronomi-
co. Las poblaciones microbianas desempefian un papel fundamental en la
lucha contra la contaminacion ambiental y en la regulacion del clima mun-
dial. La metagendmica puede proporcionar un conocimiento profundo de las
adaptaciones de las comunidades microbianas a los entornos cambiantes, in-
cluidas las perturbaciones impuestas por la actividad humana, lo que permi-
tira prevenir efectos desastrosos y disefar estrategias de desarrollo sosteni-
ble. Hay que prestar especial atencion a los microorganismos oceanicos que
contribuyen de manera global a cerca de la mitad de la produccién primaria
total terrestre y tienen un gran impacto en los ciclos geoquimicos globales y
en el clima de la Tierra. La metagendmica en entornos naturales debe incluir
el complemento viral, que se ha dado a conocer como un factor decisivo en la
dinamica de las poblaciones microbianas. Por otra parte, la comprension de
lainterrelacion entre lamicrobiota y el genomay epigenoma del huésped con-
tribuira a fomentar las interacciones beneficiosas entre especies y a proteger
alos seres humanos, los animales y las plantas contra las enfermedades. Fi-
nalmente, la metagenomica funcional y la epigenémica debieran proporcio-
nar un repertorio mundial de capacidades metabdlicas y biomarcadores, asi
como guiar el disefio de aplicaciones médicas y biotecnoldgicas. Las relacio-
nes emergentes entre microbios, seres humanos, animales y plantas que se
derivan de los intensos movimientos geograficos en un mundo conectado de
manera global constituyen un importante desafio, como se ha observado con
motivo de las tltimas pandemias.
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6.1 INTRODUCCION Y DESCRIPCION GENERAL

La contaminacion ambiental y el cambio climatico amenazan todas las for-
mas de vida de nuestro planeta, incluida la nuestra. Por ello, resulta funda-
mental estudiar y comprender la influencia que tienen estos y otros factores
ambientales en los organismos vivos con el fin de minimizar y prevenir efec-
tos perjudiciales. Mas concretamente, aqui nos centraremos en las interac-
ciones que los factores ambientales suelen tener con el genoma y el epigeno-
ma de plantas y animales, incluidos los seres humanos, asi como con las
poblaciones microbianas de la naturaleza.

Los cambios ambientales en general y la exposicion alos contaminantes en par-
ticular pueden dafar el genoma o el epigenoma de los organismos vivos. Es mas,
diferentes individuos pertenecientes ala misma especie pueden manifestar dis-
tintas susceptibilidades a los dafios tras la exposicion alos mismos factores am-
bientales en funcion de su informacion genética o epigenética. En este sentido,
resulta primordial entender las interacciones mutuas que se establecen entre
el medioambiente y el (epi)genoma, ya que esto puede tener un gran impacto
en nuestra actual comprension del desarrollo, la fisiologia y la enfermedad.

El cambio climatico exige formas de agricultura y ganaderia nuevas y respe-
tuosas con el medioambiente para satisfacer las necesidades de una poblacion
humana que no deja de aumentar. Para lograr estos objetivos serd importan-
te utilizar enfoques gendmicos integradores con los que descubrir y compren-
der nuevos rasgos de interés agronémico. Del mismo modo, se podran apro-
vechar los mecanismos epigenéticos como fuente de variabilidad fenotipicay
adaptabilidad con capacidad de ajuste y orientacién. Con el fin de reducir la
contaminacidon ambiental y el cambio climatico, es imprescindible conocer a
fondo las poblaciones microbianas. Una de las principales estrategias para lo-
grarlo se centra en la metagendmica, que puede utilizarse paraidentificar nue-
vos organismos, asi como la variabilidad de las comunidades microbianas en
respuesta a las perturbaciones ambientales, en particular las causadas por el
hombre. La aplicacion de estos enfoques metagendmicos al estudio de los mi-
croorganismos oceanicos sera particularmente significativa, ya que siguen es-
tando bastante inexplorados a pesar de su contribucion clave ala produccién
primaria total y a la regulacion del clima en nuestro planeta.

Por dltimo, las aproximaciones gendmicas y epigendmicas resultaran esen-
ciales para comprender con todo detalle las interacciones que se establecen
de manera constante entre los microorganismos y sus huéspedes (plantas y
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animales) y que pueden tener consecuencias beneficiosas o patoldgicas. Esto
tiene especial repercusion si tenemos en cuenta el mundo conectado de ma-
nera global en el que vivimos y que puede dar lugar a nuevas interacciones no
deseadas entre los microbios y otros organismos, como por desgracia ponen
de manifiesto las tltimas pandemias.

6.2 IMPACTO EN EL PANORAMA DE LA CIENCIA BASICA
Y EN LAS POSIBLES APLICACIONES

6.2.1 Contaminantes ambientales y herencia

transgeneracional epigenética

La contaminacion ambiental solo podria contrarrestarse basandose en un
conocimiento detallado de las consecuencias de las perturbaciones del ha-
bitat en la vida de los seres humanos y otros seres vivos. El nimero de pro-
ductos quimicos y nanomateriales sintetizados por el ser humano durante
el ultimo siglo es enorme. Muchos de ellos han contribuido a mejorar nues-
tra calidad de vida lo que ha reducido el nimero de enfermedades o facilita-
do el desarrollo de nuevas tecnologias y procesos industriales. Sin embargo,
también se ha demostrado que un nimero importante de estos productos
son nocivos para el medioambiente y los seres humanos debido a su natura-
leza recalcitrante y toxica. La exposicion accidental a altas concentraciones
de compuestos y nanomateriales especialmente tdxicos (por ejemplo, di-
benzo-p-dioxinas policloradas, furanos, ZnO, Ce02) provoco graves dafos
en la poblacién y evidenci6 efectos transgeneracionales debido a su carac-
ter teratogénico y mutagénico. Ademas, la exposicion cronica a compuestos
con actividad de disrupcién endocrina puede alterar la funcion o funciones
del sistema endocrino y, en consecuencia, provocar efectos adversos para la
salud en un organismo intacto, su progenie o (sub)poblaciones. Estas evi-
dencias condujeron a la evaluacion toxicoldgica de estos y otros compues-
tos relacionados quimicamente, incluidos sus usos y niveles maximos per-
mitidos en una variedad de matrices (por ejemplo, aire, suelo, agua o
alimentos). Aunque la legislacion y los acuerdos nacionales e internaciona-
les han regulado el uso de algunos de estos compuestos con el fin de prote-
ger la salud humana y el medioambiente, estas medidas son sin duda insu-
ficientes para prevenir las vias de resultados metabdlicos adversos generados
por la exposicion quimica. La Comision Europea estd realizando un gran es-
fuerzo para evaluar los efectos adversos de los nanomateriales y establecer
la gobernanza adecuada. A pesar del indudable valor de estas normativasy
de sus programas de control asociados, las consecuencias de la exposicion

136 Genomicay epigendmica medioambiental

© CSIC © del autor o autores / Todos los derechos reservados



VOLUMEN3 | GENOMA Y EPIGENETICA

crdnica a niveles residuales de estas y otras muchas sustancias quimicas y
nanomateriales ain no caracterizados en uso siguen siendo basicamente
desconocidas. Ahora bien, estudios recientes con animales de laboratorio
han sefialado una posible relacidén entre la exposicion a sustancias toxicas
ambientales, como pesticidas y componentes plasticos, y fenotipos repro-
ductivos o metabdlicos anémalos que se transmiten transgeneracionalmen-
te (Ost et al., 2014; Nilsson et al., 2012). Estos nuevos conocimientos plan-
tean un llamamiento urgente a la investigacion sobre como la exposicion a
contaminantes ambientales y otros factores de estrés puede inducir cam-
bios epigendmicos, tanto en los seres humanos como en los animales de
granja, que se transmiten a las siguientes generaciones y que se asocian con
fenotipos de enfermedades (véase también el capitulo 3.7 para conocer otros
ejemplos de herencia transgeneracional epigenética).

6.2.2 Caracterizacion genomica de las comunidades

microbianas

Los microbios de la naturaleza, y en particular de los océanos, a menudo pasan
desapercibidos en nuestra vision antropocéntrica del mundo y desempefian un
papel crucial para hacer de nuestro planeta un lugar habitable (Falkowski et al.,
1998). Las picocianobacterias oceanicas como Prochlorococcus y Synechococcus
son los organismos fotosintéticos mas abundantes y los principales producto-
res primarios de nuestro planeta (Farrant et al., 2016), mientras que el Pelagi-
bacter heterdtrofo (SAR11) es el microorganismo mas abundante en los océa-
nos y, probablemente, en el planeta. Algunos microbios fototrdficos del
fitoplancton pueden fijar el nitrégeno atmosférico —que vive libremente o en
simbiosis—, como el formado por diatomeas como huéspedes y cianobacterias
como simbiontes (asociaciones diazotroficas de diatomeas, DDA por sus siglas
eninglés) (Foster et al., 2011; Karl et al., 2016). Se distribuyen por todo el mun-
do y realizan la tarea crucial de reponer el nitrogeno en la biosfera de una for-
ma que otros seres vivos puedan utilizar, lo que facilita la fijacion del CO,. Asi,
estos microorganismos se consideran actores principales en los ciclos biogeo-
quimicos del carbono, nitrégeno, oxigeno, fosforo y hierro en nuestro planeta,
por lo que amplias alteraciones en la dinamica de sus poblaciones tendrian un
grave impacto en las cadenas troficas de los ecosistemas marinos, con conse-
cuencias para todos los seres vivos del planeta.

Laactividad humana y los cambios ambientales asociados pueden tener un pro-
fundo impacto en las comunidades microbianas de la naturaleza, asi como en
sus actividades esenciales. La metagenomica, que consiste en la secuenciacion
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masiva del ADN de muestras naturales y la posterior reconstruccién cromoso-
mica, puede proporcionar unavision completa de la estructuray la dindmica de
la poblacion microbiana a pesar de nuestra capacidad de cultivo de sus miem-
bros. Este es un punto crucial si tenemos en cuenta las estimaciones de que solo
se ha cultivado alrededor del 1 % de los microbios que habitan nuestro planeta.
Desde la contribucion pionera de Venter y colaboradores (Venter ef al., 2004)
basada en la secuenciacion rapida de genomas completos en muestras de agua
del mar de los Sargazos, diversas iniciativas de colaboracion, como la de TARA
Oceans (https://oceans.taraexpeditions.org/en/) (Bork et al., 2015) y la expedi-
cion Malaspina (http://www.expedicionmalaspina.es/), se han dedicado al es-
tudio de la biodiversidad marina y de los efectos que el cambio climatico mun-
dial esta teniendo sobre esta diversidad. Estos esfuerzos han proporcionado una
gran cantidad de datos metagenomicos que han respaldado un analisis sin pre-
cedentes de la estructura de las comunidades microbianas de zonas oceanicas
especificas. Asimismo, un nimero cada vez mayor de proyectos se ha dirigido
al analisis de la estructura de las comunidades microbianas en otros nichos am-
bientales especificos y, en algunos casos, ala deteccion de vias metabdlicas con-
cretas o actividades de productos genéticos (por ejemplo, Dietrich et al., 2019).
Conocer en profundidad las comunidades microbianas y las caracteristicas fi-
sicoquimicas de su entorno ayudaria a predecir los efectos de las perturbacio-
nes impuestas por la actividad humana, a prevenir impactos desastrosos y a di-
sefiar comunidades controladas para usos biotecnoldgicos rentables (Duarte et
al., 2020).

6.2.3 Interacciones entre el microbiomay el (epi)genoma

del huésped

Las comunidades microbianas habitan en casi todos los nichos terrestres, des-
empefian funciones cruciales para contrarrestar la contaminacion ambiental y
pueden influir de un modo general en la salud y la enfermedad humanas. El
huésped y las comunidades microbianas mantienen una relacion intima clave
que les beneficia mutuamente. De ahi que las comunidades microbianas reci-
ban una fuente continua de nutrientes, mientras que el huésped obtiene una
gran variedad de metabolitos procedentes de la digestion bacteriana, la protec-
cién contra patdgenos y virus y la educacion del sistema inmunitario, entre otras
funciones beneficiosas. Por eso, se considera a los interactores huésped-micro-
biota como una tinica unidad evolutiva y bioldgica, el holobionte, que represen-
taun campo de gran relevancia en la biologia y las ciencias médicas (Simon et
al., 2019). Ademas, la composicion de la comunidad es mas similar dentro de un
mismo ambiente que entre ambientes distintos, y la diferencia interpersonal
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dentro de los habitats es mayor que la variabilidad intraindividual con el paso
del tiempo (Napflin et al., 2019). La complejidad de la comunidad microbiana
depende del habitat concreto, y solo los microorganismos seleccionados podran
sobreviviry colonizar en las condiciones caracteristicas de cada habitat. Lo cu-
rioso es que, aunque la microbiota asociada al huésped puede adquirirse del en-
torno circundante, la composicion de las comunidades microbianas varia mu-
cho de la de los microorganismos comunes que viven libremente. Ademas, la
composicion microbiana la conforman diferentes factores como la genética del
huésped y el medioambiente, incluidos la temperatura, la contaminacion at-
mosférica, los xenobidticos y los recursos nutritivos. De hecho, el efecto del ex-
posoma sigue siendo en gran medida inexplorado y la interaccion bidireccional
entre la exposicion a sustancias quimicas y nanomateriales, las comunidades
microbianas y sus huéspedes apenas empieza a considerarse un factor relevan-
te que, entre otras cosas, puede configurar la salud y la enfermedad humanas.

Los principales objetivos de los estudios sobre la microbiota se centran en dis-
cernir cdmo la composicion, la diversidad y las funciones de los microorganis-
mos que la componen influyen y regulan la fisiologia del huésped y su asocia-
cién con la salud y la enfermedad. Al entender esto, podremos aprender a
manipular lacomposicion del microbiomay las actividades metabdlicas de este,
al tiempo que maximizamos los beneficios parala salud del huésped. Los avan-
ces en esta area de investigacion han sido posibles gracias al desarrollo de dife-
rentes tecnologias gendmicas independientes de los cultivos, basadas en la se-
cuenciacién masiva, en combinacion con innovadores enfoques bioinformaticos
y de biologia de sistemas. Por otra parte, la comprension de la interrelacion en-
tre lamicrobiotay el genomay el epigenoma de sus huéspedes contribuira a fo-
mentar las interacciones beneficiosas entre especies y a proteger alos seres hu-
manos, los animales y las plantas contra las enfermedades. La evidencia
acumulada demuestra que la microbiota regula el epigenoma del huésped a tra-
vés de sefales microbianas especificas que incluyen metabolitos, acidos bilia-
res y otros compuestos (Sironi et al., 2015). La comprension de las complejas
interacciones entre la microbiota, los factores ambientales y el epigenoma del
huésped, incluidala metilacion del ADN, las modificaciones de las histonas y los
ARN no codificantes, supone un reto cientifico muy importante.

6.2.4 La genémica y la epigenémica en el desarrollo
de nuevos enfoques agricolas y ganaderos

Los seres humanos dependen de la agricultura y la ganaderia para su aporte
caldrico diario, mientras que las plantas y los animales se ven cada vez mas
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amenazados por el entorno. A medida que aumenta la poblacién mundial, la
seguridad alimentaria se ve cuestionada por las limitadas y siempre deterio-
radas superficies de tierra cultivable, que afectan a la productividad y ala ca-
lidad de los productos. Esta situacion se ve agravada por el aumento del uso
de tierras de cultivo para alimentar a los animales debido a la creciente de-
manda de productos ganaderos, efectos que posiblemente se veran multipli-
cados por las devastadoras consecuencias del calentamiento global. En este
sentido, la obtencion de cosechas y animales resilientes capaces de adaptar-
se a entornos extremos y el desarrollo de enfoques sostenibles para aumen-
tar el rendimiento se han convertido en un desafio urgente en el que la geno-
mica y la epigendmica desempefiaran un papel fundamental. Los
conocimientos derivados de estas disciplinas fomentaran los programas de
cria y desvelaran objetivos clave de manipulacion para explotar cosechasy
cultivos animales modificados a la carta.

6.3 PUNTOS CLAVE DEL DESAFIO

6.3.1. Exposoma: efecto en la salud humana de la exposicion

a factores ambientales nocivos

Desde finales del siglo pasado, la incidencia de ciertas enfermedades no in-
fecciosas ha aumentado en las poblaciones humanas de todo el mundo. Algu-
nas de estas enfermedades, como la obesidad, el sindrome de ovario poliquis-
tico (SOP) o la infertilidad masculina, se han asociado en modelos animales
con la exposicion a factores estresantes ambientales especificos (en su ma-
yoria contaminantes toxicos) y se han reconocido como heredadas transge-
neracionalmente (Guerrero-Bosagna y Jensen, 2015). Es muy probable que
esta herencia transgeneracional lleve asociados mecanismos epigenéticos
que aun no se conocen bien y que deberian investigarse a fondo en los proxi-
mos afios (véase también el capitulo 3.7). Estos hallazgos han suscitado la pre-
ocupacion por los posibles efectos para los seres humanos —y en particular
para las generaciones futuras— de la exposicion cronica a niveles residuales
de mezclas complejas de contaminantes ambientales. Factores como la agri-
cultura intensivay el desarrollo industrial, pero también la globalizacion y el
cambio climatico, contribuyen a un aumento constante del nimero de nano-
materiales y sustancias quimicas en uso. Incluso hoy en dia, y a pesar de la
gran capacidad de las técnicas analiticas mas modernas, desentrafar la com-
posicion de las complejas mezclas de contaminantes organicos presentes en
la mayoria de las muestras ambientales y humanas es una tarea dificil que
solo pueden abordar con éxito equipos de investigacion experimentados y
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con instrumentacion avanzada. Se aplican consideraciones similares a la eva-
luacién de la toxicidad y el destino de los nanomateriales cada vez mas utili-
zados. Uno de los principales objetivos de la investigacion para el futuro es
comprender los mecanismos moleculares por los que las sustancias quimi-
cas y los nanomateriales pueden introducir modificaciones (genéticas o epi-
genéticas) en el ADN, lo que también es fundamental para evaluar mejor su
seguridad y perfeccionar su disefio. Este conocimiento molecular puede ayu-
dar a modelizar la toxicidad de las sustancias quimicas y los nanomateriales,
lo que resultara decisivo para agruparlos y permitir una capacidad de extra-
polacion, prediciendo asi los efectos adversos y el mecanismo. Por altimo, la
correcta identificacion de las alteraciones (epi)genéticas inducidas por el
medioambiente y la comprension de su relacion etioldgica con los fenotipos
de las enfermedades deberia permitir el disefio de estrategias eficaces para
proteger la salud humana y reducir la incidencia de las enfermedades no
transmisibles en las generaciones futuras.

6.3.2 El microbioma y las interacciones huésped-patégeno

A pesar de los grandes avances en las tecnologias omicas, la caracterizacién
del microbioma es un campo en desarrollo y atin por explorar en su totali-
dad. Los enfoques de secuenciacion del genoma completo permiten recons-
truir los clones, caracterizar las variantes y los clones conocidos, y buscar
genes de virulencia o resistencia. El cultivo y la secuenciacion del amplicon
16S aumentaron los conocimientos, pero aun se necesita una mayor deter-
minacion. Los estudios de las interacciones entre el huésped y el patdgeno
han pasado del estudio de genes individuales a enfoques del genoma com-
pleto, que incluyen tanto el genoma del huésped como el microbiano. La me-
tagendmica puede proporcionar un conocimiento profundo de las adapta-
ciones de las comunidades microbianas alos entornos cambiantes y permitir
la identificacidn de cepas microbianas especificas. Los genomas ensambla-
dos con metagenomas (MAG, por sus siglas en inglés) hacen referencia aun
método introducido hace poco que permite el ensamblaje de genomas mi-
crobianos a partir de datos metagendmicos y que esta proporcionando nue-
vos conocimientos sobre la diversidad microbiana, asi como las interaccio-
nes huésped-patdgeno (Quince et al., 2017). Es preciso realizar estudios con
muestreos longitudinales y multiples perspectivas moleculares para desci-
frar la dinamica subyacente y aportar informacion nueva sobre la interac-
cién huésped-patdgeno en contextos ambientales especificos. Para investi-
gar la dinamica del ecosistema holobionte, se requieren enfoques
multiémicos que incluyan la gendmica, la transcriptomica, la protedmicay
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la metabolémica. Estos enfoques proporcionarian una descripcion molecu-
lar detallada y una nueva vision mecanicista de la composicién y el metabo-
lismo de la microbiota, asi como la regulacion del fenotipo del huésped a tra-
vés de las interacciones de la microbiota con el transcriptoma del huésped,
las marcas epigenéticas y las vias metabodlicas (Miro-Blanch y Yanes, 2019).
Ademas, debido ala dificultad para clasificar la informacién émica de la re-
lacién huésped-microbioma y para explorar la diversidad microbiana a ni-
vel de cepas individuales, la bioinformatica y la biologia computacional se
consideran algunos de los desafios mas apremiantes en este campo. Los as-
pectos bioinformaticos se han desarrollado en el capitulo 3.2.

6.3.3 GenOmica integradora para acelerar

la deteccion de rasgos

La gendmica lleva décadas contribuyendo a los avances en el desarrollo de co-
sechas y cultivos animales. La llegada de las plataformas de secuenciacion de
proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés) cambid el impacto de la se-
cuenciacién en nuestro conocimiento de los genomas y la regulacion de los ge-
nes. Una vez que se dispone de la secuencia del genoma, se pueden identificar
todos los genes y variantes genéticas que contribuyen a los rasgos agronomicos.
Ademas, los cambios realizados durante el proceso de mejora pueden evaluar-
se en el genotipo. La secuenciacion del genoma se ha convertido en un paso ini-
cial para conocer el genoma y la evolucion, mientras que los pasos posteriores
de resecuenciacion permiten dilucidar la variabilidad genética entre individuos.
No obstante, todavia existen importantes limitaciones en la NGS, que da lugar
a ensamblajes genomicos muy fragmentados que complican el analisis. Estos
problemas pueden resolverse ahora con la aparicion de las tecnologias de se-
cuenciacion de tercera generacion (TGS, del inglés Third-Generation Sequen-
cing) que permiten la generacion de lecturas largas, asi como la produccién de
ensamblajes gendmicos mas precisos y contiguos (Jiao y Schneeberger, 2017;
Korlach et al., 2017), 1o que a su vez facilita los estudios gendmicos.

Se han aplicado varias aproximaciones genomicas para acelerar la deteccion
de asociaciones entre genes y rasgos. Como las plantas y los animales evo-
lucionan en entornos complejos, con lo que adquieren de forma gradual la
capacidad de hacer frente a diferentes condiciones ambientales, un elevado
namero de rasgos o fenotipos deseables se definen como rasgos cuantitati-
vos complejos. Los estudios de loci de rasgos cuantitativos (QTL, por sus si-
glas en inglés) se han utilizado para identificar regiones del genoma que co-
segregan con un rasgo determinado (Hu et al., 2018). Con todo, el mapeo de
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QTL tiene dos limitaciones fundamentales: su restringida resolucion y el
hecho de que solo se pueden realizar ensayos de la diversidad alélica que se
segrega entre los progenitores de una poblacion segregante (Korte y Farlow,
2013). En los ultimos afios, los estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS) conectados con estrategias de secuenciacion del genoma completo
han evolucionado hasta convertirse en una poderosa herramienta para vol-
ver a conectar los rasgos con su genética subyacente, con lo que se superan
las limitaciones de los QTL (Korte y Farlow, 2013). Estas nuevas estrategias
de GWAS proporcionan una mayor resolucidn para identificar multiples
eventos de recombinacion y pueden emplearse para localizar mutaciones
gendmicas vinculadas a rasgos en poblaciones diversas y no relacionadas, lo
que permite explorar las variaciones naturales asociadas a las diferencias
fenotipicas. La integracion de los GWAS en multiples estudios y la combi-
nacion de sus datos con otras técnicas de alto rendimiento, como la trans-
criptomica, la proteémicay la metabolomica, aceleraran la deteccion de aso-
ciaciones sdlidas entre genes y rasgos y ayudaran a comprender rasgos
fenotipicos complejos. Por otro lado, la paleogendmica tiene como objetivo
reconstruir los genomas antiguos mediante la secuenciacién directa de ma-
terial fosil o de los ancestros de cultivos actuales, ayudando asi a compren-
der la domesticacion de los cultivos y a predecir cémo evolucionaran las po-
blaciones futuras en respuesta al calentamiento global (Pont et al., 2019).
También permite introducir en los programas de cria modernos rasgos an-
tiguos perdidos durante la historia de la cria natural, como la resistencia al
estrés, el color o el sabor.

6.3.4 La epigenética como nueva fuente de mayor

variabilidad y adaptabilidad

Los programas de cria intensiva han reducido la diversidad genética en los
cultivos y el ganado. La reciente finalizacion de la secuenciacion de nume-
rosos genomas ha aumentado la eficiencia de la cria al proporcionar nuevas
herramientas que han ayudado a identificar una proporcion sustancial de la
variacion fenotipica heredable basada en la secuencia. Ahora bien, la varia-
bilidad de la secuencia de los genes que controlan los rasgos agronémicos
no puede explicar todo el espectro de la diversidad fenotipica observada en
las plantas y los animales, y sigue habiendo una proporcidn significativa de
heredabilidad no explicada. Pruebas recientes indican que la variacion epi-
genética puede explicar la heredabilidad de rasgos complejos (Cortijo et al.,
2014). Ademas, los estudios en organismos modelo han proporcionado una
gran cantidad de informacion sobre la implicacién de los mecanismos
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epigenéticos en laregulacion del desarrollo y en la respuesta a diferentes si-
tuaciones de estrés abidtico y bidtico, lo que desempefia un papel importan-
te en la configuracion de la plasticidad fenotipica.

La capacidad de un mismo genotipo para expresar multiples fenotipos en res-
puesta a diferentes entornos, ya sean externos o internos, estd muy extendi-
da tanto en animales como en plantas. En general, se considera que la plasti-
cidad es adaptativa o ventajosa para los organismos sésiles que tienen que
adaptarse en el lugar a las condiciones ambientales, y puede aprovecharse para
obtener cosechas mas resilientes. Por otra parte, lainclusion de la plasticidad
en los modelos de cria de animales (por ejemplo, la plasticidad sexual en las
especies de peces de cultivo) sera importante para criar animales mas fuertes
o en los programas de cria (por ejemplo, animales de cria) que producen ma-
terial genético para una serie de entornos de produccion. No obstante, nues-
tra capacidad para aprovechar la plasticidad de animales y plantas requiere
una mejor comprensién de los mecanismos epigenéticos subyacentes y defi-
nir los estados epigendmicos.

La informacion epigenética estd mediada en su mayor parte por la metila-
cion del ADN y las modificaciones postraduccionales de las histonas, las lla-
madas marcas de la cromatina que alteran lalectura y la escritura del geno-
ma, lo que da lugar a la regulacion de la arquitectura de la cromatina, la
actividad y la expresién de los genes y todo ello sin que ocurran cambios en
la secuencia del ADN. Aunque los analisis de la regulacion epigenética de la
expresion génica se remontan a los afios 80, los métodos para analizar las
modificaciones epigenéticas en el genoma no se desarrollaron hasta princi-
pios de la década del 2000. Los avances en la tecnologia de secuenciacidon
del ADN, el desarrollo de métodos como la secuenciacion por bisulfito y la
secuenciacion por inmunoprecipitacion de la cromatina, y la generacion de
anticuerpos muy especificos contra las histonas modificadas postraduccio-
nalmente han supuesto una oportunidad para crear mapas epigenémicos
(Gallusci et al., 2017). Sin embargo, es importante tener en cuenta que cada
genoma puede dar lugar a un gran numero de epigenomas, que suelen ser
ajustables y muy dinamicos. Por lo tanto, se debe describir el estado bdsico
epigendmico en diferentes etapas de desarrollo en distintas especies de ani-
males y plantas, y cdmo este estado cambia en respuesta al entorno. Asimis-
mo, resulta conveniente determinar si las variantes asociadas a los rasgos
estan enriquecidas en firmas epigenéticas especificas de los tejidos. La ge-
neracion de mapas del genoma de las marcas de histonas y del metiloma
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dentro de células, tejidos y drganos especificos en condiciones ambientales
variables allanara el camino para descubrir laimplicacién de determinados
tipos de células y tejidos en rasgos especificos. Ademas, seria crucial buscar
nuevas marcas epigendmicas para comprender plenamente la diversidad de
modificaciones epigenémicas que pudiera ser necesario considerar. En este
sentido, el objetivo general ahora es llevar a cabo investigaciones basicas y
aplicadas sobre cdmo los procesos epigenéticos/epigendmicos contribuyen
al desarrollo y larespuesta a las condiciones ambientales. Los datos obteni-
dos a partir de estos estudios deberian incluirse en bases de datos epigend-
micas integradoras. Esto permitira llevar a cabo estudios de asociacion del
epigenoma (EWAS, por sus siglas en inglés), como se hace con los seres hu-
manos (Verma, 2012), utilizando diferentes genotipos, tejidos, tipos de cé-
lulas o condiciones ambientales, lo que puede aportar informacion valiosa
para el desarrollo de epimarcas que pueden emplearse en la mejora de los
cultivos y la cria de animales.

6.3.5 Comprension de la memoria epigenética

Las respuestas al estrés en los animales y las plantas pueden producirse y ali-
mentarse por episodios previos de estrés (Chang et al. 2020). La base mole-
cular de esta memoria del estrés se considera en gran medida epigenética y
con frecuencia transgeneracional; es decir, la tolerancia adquirida puede
transmitirse ala progenie. Los desafios futuros para aprovechar la regulacién
epigenética de la expresion génica con el fin de dar lugar a cosechas y cultivos
animales mas resistentes incluiran descifrar el codigo del paisaje epigenético
inducido por el estrés, como las sefiales ambientales se traducen en epimar-
cas especificas y aprender a preservar las modificaciones epigenéticas desea-
bles a lo largo de generaciones posteriores o a eliminar las no deseadas. Res-
ponder a estas preguntas resultara fundamental para entender la estabilidad,
reversibilidad y heredabilidad de los epialelos, y el uso de la ingenieria epige-
nética para mejorar la resistenciay la productividad de las plantas de interés
agronomico. La identificacion de los componentes moleculares que conectan
los cambios ambientales con el epigenoma proporcionara nuevos objetivos
susceptibles de ingenieria epigenética para una mejor resiliencia. Evitar el es-
trés que se produce en los animales y plantas sensibilizados suele conllevar
una reduccion de la tasa de crecimiento y de las tallas, rasgos que pueden
transferirse epigenéticamente ala descendencia. Hay que esforzarse por com-
prender como los cambios epigenéticos transgeneracionales restringen todo
el potencial de rendimiento de la agricultura y la ganaderia de forma que se
evite el sindrome de evitacidn del estrés (Maggio et al., 2018).
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6.3.6 Genomica microbiana e implicaciones

medioambientales

Un impacto importante de las actividades humanas en los entornos natura-
les tiene que ver con el calentamiento global de los océanos, que es proba-
ble que condicione la idoneidad de nuestro planeta para la vida a medio y
largo plazo (Cavicchioli et al., 2019). El aumento previsto de las zonas tem-
pladas de los océanos afectara a la distribucidn de los microorganismos, al
favorecer a los adaptados a las zonas intertropicales oligotroéficas en detri-
mento de otros menos tolerantes a las altas temperaturas. De forma simul-
tanea al aumento de la temperatura, la acidificacién de los océanos, como
consecuencia de una mayor concentracion de CO, en la atmodsfera, puede
alterar en gran medida la composicion del fitoplancton marino —por ejem-
plo, los efectos sobre muchas algas que incluyen estructuras de carbonato
calcico— e impactar en parametros esenciales para la productividad ocea-
nica, como la luz incidente o el reciclaje de nutrientes. Los desarrollos cla-
ve serian los siguientes: la implementacién de la capacidad de analizar las
comunidades microbianas mediante metagendmica en numerosos nichos,
que deberian incluir los océanos abiertos pero también los entornos coste-
rosy terrestres; la mejora de la capacidad de deteccion de todas las varieda-
des de microorganismos en las muestras; y la capacidad de atribuir la parti-
cipacidon de cada miembro de la comunidad a las actividades bioldgicas
detectadas en cada nicho medioambiental. En conjunto, la aplicacién de es-
tas practicas proporcionaria una capacidad inestimable para evaluar el al-
cance y la direccion de las respuestas microbianas a las actividades huma-
nas. Por tltimo, en los ecosistemas marinos, los virus capaces de infectar
bacterias y otros microorganismos superan en un gran numero a los de sus
huéspedesy es posible que afecten enormemente a la dinamica de las pobla-
ciones de productores primarios. Se trata de un efecto poco caracterizado
que merece mas atencidén y que también puede investigarse mediante apro-
ximaciones metagendmicas.

6.3.7 Desarrollos biotecnoldgicos mediante

la genémica microbiana

Los microbios ya se utilizan para un amplio repertorio de usos biotecnoldgi-
cos que incluyen la produccion de sustancias quimicas con gran valor afiadi-
do, la desintoxicacion de entornos contaminados y el tratamiento de aguas.
Como ejemplo, laempresa espafiola PharmaMar se dedica a la investigacion
de recursos marinos para la industria farmacéutica. La metagendmica podria
permitir la reconstruccion de las vias metabdlicas estructuradas por la
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comunidad, asi como la identificacidon de nuevas enzimas y reacciones. La di-
seccion exhaustiva de las actividades microbianas representa una oportuni-
dad sin precedentes para la identificacion de nuevas vias metabdlicas, nue-
vas actividades enzimaticas que pueden ser usadas para el disefio de
reacciones y redes biotecnoldgicamente relevantes. y productos naturales de
interés para la humanidad. En este sentido, se plantea un reto para el desa-
rrollo de procedimientos para generar bibliotecas de expresion de tipo shot-
gun derivadas de informacidén metagenomica, asi como reconstruir vias para
analizar actividades. En conjunto, un profundo conocimiento de las comu-
nidades microbianas en la naturaleza y sus respuestas a las perturbaciones
humanas sera esencial para la mitigacion de impactos perniciosos y para la
utilizacion sostenible de los recursos oceanicos.
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CAPITULO 7

RESUMEN

Es bien sabido que los cambios epigenéticos a lo
largo de la vida (es decir, los que tienen una
finalidad bioldgica, la deriva epigenética y los
relojes epigenéticos) dependen de una compleja
mezcla de factores, asi como el hecho de que, en
funcion de los loci, se pueden modular mediante
factores genéticos y/o externos, de entre los
cuales el estilo de vida es uno de los mas
importantes. Sin embargo, el mecanismo
molecular subyacente sigue siendo en gran
medida desconocido, por lo que encarar esta
cuestion constituira un desafio importante para
el CSIC en este campo.
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RESUMEN EJECUTIVO

Las dos tltimas décadas han servido para consolidar el concepto de que las
modificaciones epigenéticas cambian alo largo de la vida. De hecho, en nume-
rosas obras cientificas se han caracterizado varias firmas epigenéticas asocia-
das al envejecimiento, y lo destacable es que recientemente se han desarro-
llado relojes epigenéticos que pueden predecir la edad biol6gica midiendo los
niveles de marcas epigenéticas tales como la metilacion del ADN. Estos relo-
jes también actiian como biomarcadores de la fisiologia porque se alteran en
estados patoldgicos. Sin embargo, aunque estos predictores de la edad crono-
l6gica se han caracterizado adecuadamente, todavia se desconocen en gran
medida los mecanismos moleculares subyacentes. Por lo tanto, urge especifi-
car estos mecanismos moleculares y determinar si los relojes epigenéticos son
una causa o una consecuencia del envejecimiento.

En los tultimos afios, se ha propuesto en numerosas obras (principalmente
descriptivas) que los cambios epigenéticos alo largo de la vida se pueden mo-
dular, al menos en parte, mediante estimulos externos. También se ha pro-
puesto que el estilo de vida durante el embarazo puede programar el epigeno-
ma durante el desarrollo embrionario y determinar una serie de fenotipos
patoldgicos concretos en la vida adulta. De ser cierto, esto implicaria que el
estilo de vida podria moldear los fenotipos de la salud y la enfermedad a tra-
vés de mecanismos epigenéticos. Ademas, en la actualidad no queda claro si
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laherencia epigenética transgeneracional o las exposiciones intrauterinas re-
percuten sobre la salud y la propensién a enfermedades de la descendencia.
Por lo tanto, es preciso explorar el papel de la epigenética en la herencia
transgeneracional.

La dieta es uno de los factores mas importantes en el estilo de vida y tiene el po-
tencial de modular los programas de expresion génica a través de un mecanismo
epigenético, por lo que repercute sobre la salud individual y 1a esperanza de vida.
De cara al futuro, uno de los desafios consistira en determinar tanto la influencia
de los nutrientes y los componentes bioactivos de los alimentos sobre la activi-
dad epigenética como los mecanismos moleculares subyacentes afectados, lo cual
sera importante para definir nuevos métodos preventivos y terapéuticos eficaces
basados en la nutricion. De este modo, la epigenética nutricional puede ser deci-
siva para el desarrollo de programas personalizados que contribuyan a reducir el
riesgo de padecer enfermedades y a mejorar la salud. Ademas, aparte de nutrien-
tes beneficiosos, los alimentos también pueden contener cantidades variables de
elementos contaminantes que presentan diversos mecanismos de toxicidad y
bioactividad. Por lo tanto, en el futuro, los estudios nutrigenémicos deberan te-
ner en cuenta no solo los efectos beneficiosos de los nutrientes, sino también los
posibles efectos perjudiciales de los contaminantes presentes en los alimentos.

Otro componente fundamental del estilo de vida es la actividad fisica. De he-
cho, es bien sabido que el ejercicio asiduo influye sobre la salud y previene
trastornos tales como las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas o el
cancer. Aligual que con la dieta, también se ha propuesto que los mecanismos
epigenéticos constituyen el vinculo molecular entre estos beneficios para la
salud y la actividad fisica. Sin embargo, dado que la mayoria de los estudios se
centran en genes candidatos especificos en los tejidos objetivo, es necesario
llevar a cabo en el futuro un extenso analisis de las modificaciones epigenéti-
cas en todo el genoma. También habra que identificar firmas epigenomicas es-
pecificas asociadas a diversos tipos de actividad fisica (por ejemplo, ejercicios
aerdbicos suaves, actividades de fuerza o resistencia, etc.).

Aparte de la dieta y la actividad fisica, también deben tenerse en cuenta otros
aspectos importantes del estilo de vida, como es el caso del consumo de alcohol
y otras drogas recreativas, los tratamientos farmacoldgicos, etc. Para todos es-
tos factores, la investigacion en el futuro no solo debe limitarse a explicar los
cambios epigenéticos en reaccion a una determinada sefial ambiental, sino que
también debe tratar de identificar las consecuencias funcionales y fisioldgicas
de estos cambios.
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Por ultimo, dado que los cambios epigenéticos son en principio reversibles,
ofrecen una via para el desarrollo de tratamientos encaminados a contrarres-
tar procesos complejos, como es el caso del envejecimiento. Entre los desafios
para el futuro se hallan la identificacidon de las alteraciones implicadas; la se-
paracion de los cambios bioldgicamente pertinentes del resto del ruido oca-
sionado por el medioambiente; el disefio de las herramientas bioldgicas para
reprogramar las alteraciones epigenéticas; y, algo que es importante, el desa-
rrollo de instrumentos tales como los relojes epigenéticos que nos permitan
determinar si nuestras intervenciones afectan de algiin modo a nuestra espe-
ranza de vida con un envejecimiento saludable.

7.1 INTRODUCCION Y DESCRIPCION GENERAL

7.1.1 Cambios epigenéticos a lo largo de la vida

(deriva epigenética frente a relojes epigenéticos)

El envejecimiento es un fenémeno universal mediante el cual las capacidades
funcionales bioldgicas disminuyen gradualmente y que, al final, conduce a la
muerte. A escala celular, estos cambios influyen sobre una amplia gama de vias
moleculares e incluyen alteraciones tanto genéticas como epigenéticas (Lopez
Otin et al., 2013). De hecho, los mecanismos epigenéticos pueden, al menos en
parte, intervenir en caracteristicas del envejecimiento tales como la inestabili-
dad del genoma o el ruido transcripcional (Pal y Tyler, 2016). Estas alteraciones
se han definido a todos los niveles de la regulacidn epigenética, de entre los cua-
les los mas estudiados han sido la metilacion del ADN y la modificacion de las
histonas, tanto en humanos como en organismos modelo (Pal y Tyler, 2016). En
concreto, la metilacion del ADN se ha investigado en los seres humanos, lo cual
ha suscitado una serie de nociones aceptadas en lo referente a los cambios gra-
duales observados alo largo de la vida: una pérdida global de metilacion del ADN
en las regiones intergénicas y repetitivas, incrementos locales en las regiones
con gran concentracion de CpG y, en general, un aumento de la variabilidad in-
tra e interindividual en los patrones de metilaciéon del ADN (Huidobro et al., 2013;
yJones et al., 2015). Esta tltima observacion, a la que se suele denominar deriva
epigenética, subraya la idea de que los cambios epigenéticos observados duran-
te el proceso de envejecimiento constan de una combinacion de alteraciones fun-
cionales y estocasticas que, ademas, pueden ser relevantes o no para la regula-
cion de la expresion génica (Tejedor y Fraga, 2017). Dado que las alteraciones
epigenéticas pueden originarse de un sinfin de causas, entre las que se incluyen
elementos ambientales como los factores del estilo de vida, es vital que podamos
distinguir las variaciones especificas de las no especificas (Feil y Fraga, 2012).
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En este contexto, debido al desarrollo de las tecnologias a escala gendmica de mi-
cromatrices y de secuenciacion de tltima generacion (NGS, por sus siglas en in-
glés), recientemente ha surgido en este campo el concepto de reloj epigenético.
Los relojes epigenéticos constan de modelos matematicos que utilizan la infor-
macién de la metilacion del ADN para predecir la edad cronoldgica con un nivel
de precision sin precedentes (Horvath y Raj, 2018). Ademas, el comportamiento
uniforme alo largo de lavida de los focos de CpG implicados los distingue de los
que participan en la deriva epigenética relacionada con la edad (Jones et al., 2015).
Tanto los cambios epigenéticos asociados al envejecimiento como los relojes epi-
genéticos recién caracterizados pueden contribuir a explicar los mecanismos mo-
leculares implicados en la definicion de la variabilidad fenotipica observada en-
tre personas tanto a nivel fisiologico como patoldgico. Sin embargo, para ello hay
que desligarlos eficazmente de la variacion epigenética estocastica.

7.1.2 Nutrigendmica y nutriepigenémica

Se considera que la nutricion es uno de los factores del estilo de vida capaces
de afectar al genoma y al epigenoma mas influyentes. La nutrigendémica defi-
ne la interaccion entre la nutricion y los genes para entender como pueden
los componentes especificos de los alimentos o los regimenes alimenticios
afectar ala salud humana. La novedosa disciplina de la nutriepigenética inte-
gra los conocimientos de la nutrigendmica y el efecto de la dieta o los com-
puestos alimentarios en los programas de expresion génica a través de meca-
nismos epigenéticos. La dieta, los alimentos y sus componentes afectan al
genomay al epigenoma, y tienen el potencial de modular vias metabdlicas cri-
ticas que repercuten sobre la salud individual y la esperanza de vida. Se ha pro-
puesto la existencia de un vinculo entre determinados patrones dietéticos y
diversas enfermedades no transmisibles (cancer, enfermedades cardiovascu-
lares, obesidad y diabetes). Estas asociaciones constituyen un punto de par-
tida sobre la capacidad de las dietas y, en ultima instancia, los alimentos para
modificar el genomay el epigenomay, por consiguiente, el proteomay el me-
taboloma. Por lo tanto, cada patrén alimenticio podria proporcionar distin-
tas firmas epigenéticas y genéticas, las cuales podrian estar asociadas a un es-
tado saludable o ala propension a la enfermedad. No obstante, la epigenémica
nutricional es un area de investigacion bastante reciente, y los datos actuales
sobre los efectos precisos de las dietas, los alimentos o los componentes ali-
menticios sobre el epigenoma son muy escasos. En la actualidad, la mayoria
de estos estudios son descriptivos, y tanto las modificaciones epigenéticas
como los mecanismos moleculares subyacentes siguen siendo en gran medi-
da desconocidos. Ademas, la mayoria de los estudios de epigenética
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nutricional se han centrado en la metilacién del ADN, mientras que las modi-
ficaciones postraduccionales de las histonas y la expresién del miARN se ana-
lizan atin menos.

7.1.3 Contaminantes presentes en los alimentos

Se considera que lainhalacidn de aire y polvo y la ingestion de alimentos cons-
tituyen las principales vias de exposicion a compuestos quimicos tdxicos para
la poblacion general. En el caso de los compuestos lipéfilos, la ingestion de ali-
mentos es la fuente de exposicion mdas importante. Muchos contaminantes
ambientales toxicos con propiedades de alteracion endocrina son lipéfilos.
Por consiguiente, se bioconcentran en los organismos vivos y se bioacumulan
a través de las redes troficas, lo cual provoca que los seres humanos sean los
organismos mas afectados. Ademas, los productos agroquimicos utilizados
para el control de plagas, los farmacos veterinarios empleados en la ganade-
ria, los compuestos migratorios relacionados con los materiales en contacto
con los alimentos, los aditivos alimentarios (que van desde los colorantes, los
conservantesy los agentes estabilizadores de los alimentos hasta los compues-
tos bioactivos) y los contaminantes introducidos o formados durante el alma-
cenamiento de los alimentos (como, por ejemplo, las micotoxinas y las ami-
nas biégenas) y su procesamiento (como la acrilamida) llegan a los seres
humanos a través de la alimentacion. Se ha demostrado que muchos de estos
compuestos son téxicos y ejercen una modulacidn epigenética.

7.1.4 La nutricion de precision en la salud humana

y la prevencion de enfermedades

La nutricién desempefa un papel fundamental para la prevencion de muchas
patologias cronicas, y la alimentacion constituye un factor modificable clave
que puede influir sobre la incidencia de trastornos metabdlicos muy prevalen-
tes, tanto monogénicos (por ejemplo, la celiaquia y la intolerancia a la lactosa)
como poligénicos (por ejemplo, la diabetes de tipo 2, la obesidad, el sindrome
metabdlico ylas enfermedades cardiovasculares) o determinados tipos de can-
cer. Para complicar atin mas las cosas, algunas enfermedades pueden estar liga-
das a factores de riesgo tanto monogénicos como poligénicos. Por ejemplo, la
obesidad, cuya incidencia aumenta constantemente y estd asociada a muchas
enfermedades concomitantes (diabetes, dislipidemia, hipertension, inflama-
cion, etc.), puede representar un sintoma de hasta 40 enfermedades monogé-
nicas y anomalias cromosdémicas, pero la obesidad también puede depender de
numerosas variantes genéticas, ya que en estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS, por sus siglas en inglés) se asociaron mas de 600 genes y
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regiones de ADN ala obesidad humana, lo que demuestrala complejidad de es-
tudiar rasgos poligénicos relacionados con numerosas vias fisioldgicas.

Ademas, el posible papel terapéutico de la nutricion en la prevencion de las
enfermedades degenerativas cronicas es multiple y complejo. No solo los nu-
trientes de los alimentos pueden tener un efecto acusado sobre la salud, sino,
en especial, sus componentes bioactivos (polifenoles, carotenoides, fitoeste-
roles, isotiocianatos, glucosinolatos, w-3/w-6, etc.). Muchos de estos compues-
tos bioactivos acttian a varios niveles moleculares, desde la expresion del ADN
hasta las modificaciones pretranscripcionales, la afectacion de la funcionali-
dad de las proteinas, los procesos metabdlicos, etc. Estas consecuencias nu-
tri(epi)genomicas de los componentes de los alimentos también vienen acom-
pafiadas de factores nutri(epi)genéticos que afectan a aspectos cruciales como
las preferencias alimentarias, el proceso de ADME (absorcion, distribucién,
metabolismo y excrecion), las vias metabdlicas y, al final, el fenotipo y la reac-
cién clinica de cada persona. Ademas, la microbiota intestinal puede verse
afectada por estos componentes alimenticios y modificar su actividad a tra-
vés de modificaciones catabdlicas de las moléculas ingeridas.

Todo esto provoca una gran variabilidad en la reaccidn de cada persona a las
dietas y a los alimentos, asi como la necesidad de una estrategia nutricional
moleculary 6micaintegradora. Al igual que la medicina de precision, la nutri-
cion de precision también requiere una estrategia individualizada basada en
los principios de las 4 P (personalizada, predictiva, preventiva y participati-
va), para lo cual la genética resulta esencial.

7.1.5 El impacto de la alimentacién/microbiota
y las interacciones sobre la nutricion de precision

Lanutricion desempefia un papel destacado en la salud humana. La investiga-
cion nutricional molecular se ha definido como «la ciencia que estudia los efec-
tos de los nutrientes, los alimentos y sus componentes sobre la fisiologia en su
conjunto y el estado de buena salud a escala molecular y celular». En el futuro,
lainvestigacién nutricional debera ir mas alla de la dieta tinica para todos hacia
el estudio de la reaccidon personalizada del huésped a la dieta. Este concepto
debe integrar tanto las variables bioldgicas (el microbioma, el epigenoma, el me-
taboloma, el genoma, etc.) como las ambientales (la alimentacion, la actividad
fisica, el consumo de farmacos, la xenobidtica, las infecciones, el estrés, etc.)
para obtener predicciones detalladas de las reacciones de cada persona a nu-
trientes especificos y a otros compuestos bioactivos de su alimentacion.
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7.1.6 Actividad fisica

El efecto beneficioso de la actividad fisica sobre la salud es de sobra conocido
(Fiuza Luces et al., 2013; y Neufer et al., 2015). Un estilo de vida fisicamente
activo y el ejercicio asiduo contribuyen a regular la presion arterial y el meta-
bolismo, modulan la homeostasia y, en general, contribuyen a mejorar la sa-
lud y a prevenir enfermedades (Booth et al., 2012). La falta de ejercicio fisico
influye sobre la salud a lo largo de la vida, y esta asociada a mayores tasas de
mortalidad prematura, cardiopatias coronarias, diabetes de tipo 2, cancer de
colon y de mama, asi como de obesidad (Booth et al., 2012; Nieman et al., 2019;
y Fernandez Sanlés et al., 2020). También se conocen los beneficios del ejer-
cicio sobre la memoria y las funciones intelectuales (Hillman et al., 2008; y
Fernandes et al., 2017), lo cual pone de relieve suimportancia en el manteni-
miento de la salud fisica y mental alo largo de la vida.

Aunque no se conocen del todo los mecanismos bioldgicos que regulan los
efectos beneficiosos del ejercicio sobre la salud, se ha propuesto que las mar-
cas epigenéticas desempefian un papel importante, ya que la epigenética pue-
de representar el vinculo molecular que explica como afecta el entorno a nues-
tros genes (Feil y Fraga, 2012). Los cambios epigenéticos asociados a la
actividad fisica se han estudiado a diversos niveles en lo referente al tipo de
tejido y al tipo de marca epigenética analizada, aunque sobre todo en glébu-
los sanguineos, en tejidos musculares y adiposos, y en tejidos cerebrales de
modelos murinos (Elsner et al., 2011; Seaborne et al., 2018; y Nielsen et al.,
2010). En este contexto, la metilacion del ADN es la marca epigenética mas
estudiada, tanto a escala global como especifica de los genes (Fernandez San-
1és et al., 2020; Seaborne et al., 2018a; Ronn et al., 2013; y Schenk et al., 2019),
seguida de los miARN y de las marcas postraduccionales de las histonas (Els-
ner et al., 2011; Nielsen et al., 2010; Pandorf et al., 2009; y Melo et al., 2015).

La aparicion de las tecnologias émicas en general, y de la epigendmica en par-
ticular, abre nuevas vias para estudiar en mayor detalle los efectos del ejerci-
cio sobre el epigenoma y, en especial, las posibles consecuencias funcionales
que estos cambios epigenéticos pueden tener sobre la salud.

7.1.7 Alcohol y otras drogas adictivas

Al igual que nuestra dieta, a lo largo de nuestra vida nos vemos expuestos a
muchos otros tipos de compuestos. El Instituto Nacional de Estadistica de Es-
pafia estimo en 2017 que mas del 20 % de las personas de 15 afios 0 mas fuma-
ban a diario, y una proporcion similar de ciudadanos consumia alcohol
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semanalmente (Instituto Nacional de Estadistica, 2017). El alcohol y el taba-
co tienen consecuencias de sobra conocidas y de amplio espectro sobre nues-
tra salud, por lo que no deberia sorprender que su consumo se haya relacio-
nado con cambios epigenéticos. Debido a su situacion legal y a su prevalencia
en la poblacion, la mayor parte de los estudios se han llevado a cabo con estas
dos sustancias. En cuanto al tabaco, hay que tener en cuenta que los miles de
compuestos peligrosos distintos presentes en el humo pueden afectar de un
sinfin de formas (Talhout et al., 2011), mientras que los efectos del alcohol se
corresponden con los del metabolismo del etanol.

7.2 REPERCUSION SOBRE EL PANORAMA
DE LA CIENCIA BASICA Y LAS POSIBLES APLICACIONES

7.2.1 Cambios epigenéticos a lo largo de la vida

(deriva epigenética frente a relojes epigenéticos)

La caracterizacion de los cambios epigenéticos que conlleva el envejecimien-
to en el contexto de la deriva epigenética tan solo esta empezando a abordar-
se. El marcado descenso del coste de las tecnologias de micromatrices ha po-
sibilitado el desarrollo de estudios a gran escala, que permiten detectar mejor
los cambios epigenéticos mas sutiles en el contexto de la ruidosa variabilidad
interindividual. En esta misma linea, se han llevado a cabo estudios con gran-
des cohortes en los que se ha revelado que la variabilidad en los cambios de
metilacion del ADN estd ligada a las vias moleculares asociadas al envejeci-
miento (BIOS Consortium et al., 2016), lo cual aporta una explicacion de los
procesos implicados en el envejecimiento y que, ademas, han servido para
identificar loci genéticos particulares que podrian abrir vias esenciales para
laintervencion contra el envejecimiento (McCartney et al., 2020).

Ademas, los relojes epigenéticos también presentan un excelente potencial
como herramientas en la investigacion del envejecimiento y las enfermeda-
des relacionadas con este. Se ha demostrado que la edad epigenética se ace-
lera en relacion con una gran variedad de enfermedades, una observacion
importante que sirve para demostrar que los relojes se pueden emplear como
biomarcadores de las enfermedades (Horvath y Raj, 2018). El hecho de que
personas de la misma edad manifiesten edades epigenéticas distintas apun-
ta hacialanocion de que estos modelos estan detectando al menos en parte
el «envejecimiento bioldgico», el cual se puede concebir como el estado fi-
sioldgico general con respecto al riesgo de morir y las enfermedades conco-
mitantes (Bell et al., 2019). Por ello, ya se esta desarrollando una nueva
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generacion de relojes centrados en la edad bioldgica para detectar mejor las
relaciones de las enfermedades (Lu et al., 2019; y Levine et al., 2018). Es po-
sible que la mas prometedora de sus aplicaciones sea el hecho de que po-
drian utilizarse para evaluar el éxito o el fracaso de las intervenciones con-
tra el envejecimiento.

7.2.2 Nutrigenémica y nutriepigenémica

El trabajo futuro en el campo de la nutricién y la epigenética tiene el poten-
cial de proporcionar un beneficio considerable a la salud publica. Descifrar las
firmas epigenéticas desencadenadas por los componentes bioactivos de los
alimentos podria propiciar intervenciones nutricionales personalizadas que
tuvieran en cuenta la informacion genética/epigenética. La epigenética nu-
tricional representa un potencial seguro y una estrategia innovadora para la
prevencion o el tratamiento de muchas enfermedades crénicas prevalentes
que estan intimamente relacionadas con las modificaciones epigenéticas.

7.2.3 Contaminantes presentes en los alimentos

Las autoridades sanitarias controlan sistematicamente la presencia de con-
taminantes en los alimentos para garantizar su seguridad. Sin embargo, los
estudios sobre los efectos de estas sustancias a nivel epigenético y gendmico
siguen siendo bastante escasos, a pesar de ser obligatorios para elaborar una
legislacion y regulacion alimentarias correctas. Una dificultad adicional aso-
ciada a la presencia de contaminantes industriales y agricolas y de farmacos
veterinarios es que, cuando se determina la toxicidad de estas sustancias qui-
micas, se las sustituye en seguida por productos alternativos, lo que hace que
los controles reglamentados y datos de toxicidad anteriores queden obsole-
tos, y obliga ala comunidad cientifica y alas autoridades alimentarias a desa-
rrollar nuevas metodologias y estrategias analiticas para identificarlas, deter-
minarlas, evaluar sus riesgos y someterlas a controles periddicos.

Por lo tanto, el futuro de la nutrigendmica pasa por tener en cuenta no solo
los efectos beneficiosos de los nutrientes, sino también los posibles efectos
perjudiciales que se derivan de los contaminantes, ya sean estos naturales a
antropdgenos, presentes en los alimentos. Se trata de un desafio complejo, ya
que muchos contaminantes conocidos se han asociado a una elevada inciden-
ciay prevalencia de diversos trastornos relacionados con el sistema endocri-
no de los seres humanos, pero también por la constante introduccion en lared
tréfica de nuevas sustancias que también pueden afectar al (epi)genoma.
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7.2.4 La nutricion de precision en la salud humana

y la prevencion de enfermedades

Existe un creciente interés en la nutricion de precisién por su potencial parala
prevenciony el tratamiento de enfermedades cronicas no transmisibles, tanto
monogénicas como poligénicas. Enlos GWAS y otros estudios genéticos se han
identificado mas de 15000 SNP asociados a numerosas patologias y rasgos. Apar-
te de los polimorfismos genéticos, las modificaciones epigenéticas, que son es-
pecificas de cada tejido, se ven muy afectadas por los factores ambientales y del
estilo de vida (incluida la alimentacidn) y son reversibles, pero también here-
dables transgeneracionalmente, complican la propension y sensibilidad dife-
renciales de las personas a las enfermedades relacionadas con la alimentacion
y alas intervenciones dietéticas. Junto a estos factores, los ARNnc también des-
empefian un papel importante, ya que los ARNncl y, sobre todo, los miARN pro-
ducidos en las vesiculas extracelulares pueden tener efectos paracrinos o endo-
crinos en diversos tejidos y drganos objetivo. En consonancia con esto, también
se deberia considerar el papel de los ARNnc ingeridos con los alimentos como
modificadores epigenéticos externos potencialmente importantes, ya que, en
general, todavia se sabe poco sobre la repercusion de los ARNnc sobre las vias
metabolicas y las redes de regulacion.

Sitenemos esto en cuenta, identificar las variantes genéticas o marcas epige-
néticas que predisponen a las personas a padecer determinadas enfermeda-
desrelacionadas con el metabolismo resulta vital tanto parala medicina como
para la nutricidn de precision, a fin de estimar el riesgo de sufrir enfermeda-
desy de disefiar estrategias preventivas. Del mismo modo, determinar las in-
teracciones genético-dietéticas pertinentes permitira identificar cuales son
las personas que reaccionan a intervenciones dietéticas especificas y las que
no, lo cual a su vez permitiria disefiar recomendaciones personalizadas para
aumentar al maximo los efectos beneficiosos de las intervenciones nutricio-
nales. Esta nutricion orientada al genotipo resultara util no solo para ofrecer
consejos alimentarios personalizados, sino que también mejorara las reco-
mendaciones de salud publicay el disefio de soluciones nutricionales, inclui-
dos los alimentos funcionales y los productos nutricéuticos.

7.2.5 El impacto de la alimentacion/microbiota

y las interacciones sobre la nutricion de precision

Nuestra alimentaciéon y nuestro estilo de vida, asi como otros habitos (por
ejemplo, los patrones de suefio) y exposiciones (por ejemplo, el estrés, los con-
taminantes, la luz azul, las sustancias quimicas de los alimentos y los
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plasticos), han cambiado drasticamente en las tltimas décadas. La exposicion
aalimentos poco saludables y a patrones alimentarios inadecuados como, por
ejemplo, el exceso o el déficit de macro y micronutrientes, puede aumentar el
riesgo de padecer enfermedades no transmisibles (ENT). Esta exposicion pue-
de actuar a través de varios mecanismos posibles, entre los que se incluyen la
modulacion del microbioma, pero también la afectacién del metabolomay de
la regulacidn epigenética, de las vias celulares y fisioldgicas y del sistema in-
munitario, lo cual repercute sobre la sensibilidad y la salud del huésped, por
lo que aumenta el riesgo de sufrir ENT. La mayoria de estos mecanismos si-
guen sin conocerse con claridad, por lo que la necesidad de generar pruebas
cientificas mediante estudios en humanos es apremiante.

Se ha observado una fuerte relacion entre la disbiosis de la microbiota y el ries-
gode padecer ENT como, por ejemplo, alergias, obesidad, diabetes, problemas
relacionados con el sistema inmunitario y enfermedades cardiovasculares, lo
cual ha provocado que el peso de estas enfermedades sea cada vez mayor y re-
quiera tomar medidas urgentes. Segtin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), las ENT son la causa de mas de 41 millones de muertes al afio (lo que
supone el 71 % de todas las muertes en el mundo), por lo que sus consecuen-
cias para la sociedad y la economia resultan alarmantes.

Curiosamente, se considera que el periodo comprendido entre la gestacion
y los primeros afnos de vida es el mas critico en lo referente al riesgo de de-
sarrollar ENT. La repercusion de la nutricion perinatal sobre el desarrollo
del microbioma de los lactantes es una cuestion que ha cobrado un interés
considerable, pero la informacidn de la que se dispone sobre el microbioma
de las mujeres y la nutricidon prenatal y durante la gestacion es escasa. Las
exposiciones ambientales de la madre, incluidas la alimentacion y los mi-
crobios, pueden propiciar cambios duraderos o incluso provocar cambios
permanentes en la fisiologia del feto, lo cual repercute sobre el riesgo de su-
frir enfermedades en etapas posteriores de la vida. La nutricién también
ocasiona efectos a corto y largo plazo sobre la salud humana mediante la pro-
gramacion del desarrollo inmunoldgico, metabdlico y microbiolégico. Ade-
mas, la interaccion entre los nutrientes, la microbiota y el huésped hacia la
regulacion epigenética podria repercutir sobre el desarrollo del feto, asi
como sobre las consecuencias para la salud del lactante y la madre.

Lamicrobiota materna representala principal fuente microbiana paralos lac-
tantes, y la transferencia microbiana especifica de las madres a sus hijos se
produce en el momento del parto y durante la lactancia.
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La disbiosis microbiana materna durante el embarazo se transfiere al neonato,
lo que provoca un desarrollo inadecuado del indculo microbiano, asi como efec-
tos inmunoldgicos y metabodlicos con consecuencias desfavorables para la sa-
lud en el futuro. En la actualidad no queda claro sila herencia epigenética trans-
generacional o las exposiciones intrauterinas repercuten sobre la salud y la
propension a enfermedades de la descendencia. La alimentacién desemperia
un papel fundamental en la formacion de la microbiota intestinal, mientras que
lasinteracciones entre los nutrientes y la microbiota repercuten sobre las con-
secuencias parala salud del huésped, por lo que presentan consecuencias criti-
cas para la salud; de hecho, como se suele decir, «<somos lo que comemos». La
microbiota interviene en la digestion de los alimentos, la absorcion de nutrien-
tes, el entrenamiento del sistema inmunitario y la proteccién contra patégenos
y toxinas, asi como la produccion de compuestos especificos (AGCC, vitaminas,
hormonas, neurotransmisores, etc.). La microbiota interactia con el metabo-
lismo de los carbohidratos de los alimentos, las proteinas, los polifenoles vege-
tales, los acidos biliares y las vitaminas. Se necesitan mas estudios para identi-
ficar cuales son los alimentos, los macro y micronutrientes y los compuestos
alimenticios especificos que influyen sobre la microbiota. Algunos nutrientes
concretos de los alimentos, como es el caso de la fibra, los donantes de metilos
(labetaina, lametioninayla colina), el folato y otras vitaminas del grupo B (B2,
B6 y B12), estan relacionados con la microbiota. Los seres humanos necesitan
estos nutrientes y, aparte de las fuentes alimentarias, hay pruebas de que la mi-
crobiota intestinal también es una fuente de nutrientes esenciales para el hués-
ped (por ejemplo, el folato y otras vitaminas B). Lo llamativo es que la mayoria
de estos nutrientes desempefian un papel crucial en la regulacion epigenética
y pueden repercutir sobre el epigenoma humano.

7.2.6 Actividad fisica

Laaplicacion de nuevas tecnologias de alto rendimiento en la era de la 6mica no
solo permitira identificar los cambios moleculares producidos por el ejercicio
en el epigenoma, sino que también ayudara a facilitar nuestra comprension de
los mecanismos que contribuyen a mejorar la salud. La utilidad de analizar en
detalle los cambios o las alteraciones epigenéticas producidas por el ejercicio
es incuestionable. Nos ayudara a comprender los efectos beneficiosos del ejer-
cicio para la prevencion y el tratamiento de enfermedades y, ademas, nos ofre-
cera en el futuro nuevos objetivos terapéuticos. Aportara pistas sobre cémo
combatir enfermedades cognitivas asociadas al envejecimiento como, por ejem-
plo, la enfermedad de Alzheimer, ya que los resultados obtenidos hasta ahora
indican el efecto beneficioso del ejercicio sobre la memoria y las funciones
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intelectuales (Hillman et al., 2008; y Fernandes et al., 2017). Ademas, conocer
estas alteraciones en mayor profundidad generara informacion sobre los mar-
cadores moleculares, indicadores del rendimiento deportivo 6ptimo que resul-
tan de gran interés para los atletas profesionales. Y por tiltimo, pero no por ello
menos importante, nos ayudara a aclarar como se mantienen alo largo del tiem-
po los cambios epigenéticos producidos por el ejercicio (memoria epigenética)
(Sharples et al., 2016;y Seaborne et al., 2018b), e incluso si estos cambios epige-
néticos se heredan y, por lo tanto, presentan efectos beneficiosos para la des-
cendencia (Segabizani et al., 2019;y Spinder et al., 2019).

7.2.7 Alcohol y otras drogas adictivas

En la actualidad, existen cuantiosos datos probatorios de que el tabaquismo
provoca cambios en la metilacion del ADN en el ser humano (Lee y Pausova,
2013). Los estudios de asociacion por micromatrices han permitido identifi-
car marcadores epigenéticos recurrentes tales como el gen F2RL3, relaciona-
do con las funciones vasculares, o el gen AhR del metabolismo de sustancias
xenobioticas (Breitling et al., 2011; Shenker et al., 2013; y Sun et al., 2013). Es-
tas y otras observaciones apuntan a que las alteraciones epigenéticas impli-
cadas podrian ser importantes para los mecanismos moleculares asociados a
los efectos adversos del tabaco. Por otro lado, los efectos epigenéticos del al-
cohol se han estudiado de una manera mas mecanicista, principalmente por-
que se sabe que el etanol interrumpe el metabolismo de monocarbono y, por
lo tanto, puede influir en el uso de grupos metilos por parte de las metiltrans-
ferasas del ADN (Pérez et al., 2019; y Ron y Messing, 2011). Al igual que en el
caso del tabaco, los estudios mas recientes estan empezando a aplicar tecno-
logias que abarcan todo el genoma para cribar loci genéticos asociados al al-
cohol (Zhang y Gelernter, 2017). En general, los estudios de asociacion a es-
cala genomica tienen el potencial de identificar los biomarcadores del uso de
compuestos y las posibles vias implicadas en la etiologia de enfermedades re-
lacionadas con farmacos, mientras que los estudios mecanicistas resultan es-
pecialmente pertinentes para esta Gltima aplicacion.

7.3 PRINCIPALES PUNTOS PROBLEMATICOS

7.3.1 Entender el funcionamiento del reloj epigenético

¢Cual es la importancia bioldgica de la existencia de focos de CpG cuyo estado
de metilacidn refleja el envejecimiento cronoldgico o bioldgico? Los loci que
componen los relojes se han asociado a caracteristicas gendmicas concretas,
como es el caso de los focos asociados a policombos (Raj y Horvath, 2020), pero

Mario Fernandez Fraga y Sonia Ramos Rivero (coordinadores del capitulo) 163

Copia gratuita / Personal free copy  http://libros.csic.es



DESAFIOS CIENTIFICOS DEL CSIC: RUMBO AL 2030

todavia no hay vinculos claros con ningin proceso bioldgico especifico. Queda
por aclarar si los relojes epigenéticos son «impulsores» del envejecimiento o
meros «pasajeros» que reflejan las huellas de otros procesos, una observacion
que sera pertinente para el disefio de intervenciones antienvejecimiento.

7.3.2 Medir e identificar la variabilidad

La caracterizacion de la variabilidad epigenética es clave para identificar la
deriva epigenética y distinguirla de otros cambios funcionales o asociados a
la enfermedad. Los estudios a gran escala facilitados por la integracion de con-
juntos de datos publicos arrojaran luz sobre esta cuestion. Sin embargo, en el
campo coexisten distintas interpretaciones y mediciones de la variabilidad
(BIOS Consortium et al., 2016; y Gentilini et al., 2015), por lo que habra que
definir mejor su importancia bioldgica.

7.3.3 Delimitar el envejecimiento cronoldgico y el bioldgico

Los avances médicos que favorecen que se prolongue la esperanza de vida care-
ceran por completo de sentido si no van acomparfiados de la correspondiente pro-
longacion de la vida saludable. Para poder encarar este desafio, es preciso carac-
terizar el envejecimiento bioldgico y sus biomarcadores de forma tanto general
como especifica; y, en este contexto, indudablemente resultara crucial contar con
unos relojes epigenéticos mas elaborados (Bell et al., 2019; y Partridge et al., 2018).

7.3.4 Investigar la herencia transgeneracional

epigenética en los mamiferos

Se ha propuesto que la propension del epigenoma para adaptarse a los factores
del estilo de vida —entre los que se incluye la nutricion— varia a lo largo de la
vida de un organismo, y su mayor sensibilidad a los cambios se da en las etapas
iniciales (periodo pre y neonatal) (Kanherkar et al., 2014). Ademas, las modifi-
caciones epigendmicas parecen ser reversibles, aunque se ha postulado que es-
tas alteraciones pueden transmitirse de generacion en generacidn. A este res-
pecto, los datos experimentales en humanos han demostrado que los trastornos
metabdlicos (la desnutricion y la obesidad materna) durante los periodos ini-
ciales del desarrollo (el embarazo) generan un entorno de desarrollo anémalo
que podria modificar el epigenoma y predisponer a la descendencia a padecer
enfermedades metabdlicas en fases posteriores de su vida (Tobi et al., 2014; y de
Rooij et al., 2006a,b). Esto se ha explicado mediante la llamada hipdtesis de los
origenes del desarrollo de la saludy la enfermedad, en la que se propone una he-
rencia epigenética transgeneracional (Gluckman y Hanson, 2004). Dicha hipo-
tesis también se centra en los efectos de la nutricion sobre ambos progenitores
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antes de lafecundacion y durante esta, y que apuntarian a la posibilidad de pre-
sentar un estado nutricional favorable del desarrollo para obtener cambios epi-
genéticos beneficiosos (Fleming et al., 2018). No obstante, en la actualidad si-
gue habiendo dudas sobre si la herencia epigenética transgeneracional o las
exposiciones intrauterinas repercuten sobre la salud y la propension a enfer-
medades de la descendencia. Estos desafios merecen futuras investigaciones y
obligaran a poner a varias generaciones en observacion y seguimiento.

7.3.5 Analizar al detalle el papel de las modificaciones

epigenéticas provocadas por la alimentacion sobre la salud

y la enfermedad humanas

Lanutricion también puede afectar a la salud y predisponer a padecer enfer-
medades en edades posteriores. Las pruebas obtenidas en los estudios de in-
tervencion dietética, asi como en las investigaciones en las que se ha analiza-
do el efecto de los componentes de los alimentos en modelos experimentales
humanos y animales, han apuntado a que los componentes de la alimentacién
(los nutrientes y los compuestos bioactivos) ejercen diversas actividades bio-
l6gicas que podrian generar efectos protectores contra distintas enfermeda-
des no transmisibles y propiciar un envejecimiento mas saludable. Sin em-
bargo, resulta complejo dilucidar sus mecanismos moleculares y las
modificaciones epigenéticas asociadas. Curiosamente, este método de evalua-
cion de los posibles beneficios de un nutriente o componente alimentario po-
dria ayudar a identificar cambios epigenéticos y a definir biomarcadores pre-
coces de enfermedades, lo cual también tendra un papel relevante ala horade
disenar a partir de la nutricion nuevas estrategias preventivas y terapéuticas
eficaces, las cuales contribuiran a mejorar la salud y a reducir el riesgo de su-
frir enfermedades. No obstante, los estudios nutrigenomicos son complejos
y resulta complicado demostrar una causalidad a partir de una asociacion.
Identificar cudles son los componentes del fenotipo de una enfermedad que
estan relacionados con la nutricién plantea todo un desafio, excepto en el caso
de las enfermedades causadas por un inico defecto genético. Ademas, cuesta
entender cdmo reaccionan los seres humanos a dietas o nutrientes especifi-
cos, asi como determinar cuales son los componentes de los alimentos res-
ponsables de una accion concreta. De hecho, la alimentacién presenta muchos
componentes, y lainteraccion de estas sustancias provoca varios cambios me-
tabolicos, que pueden incluso ser distintos en funcion de como se ingiera un
mismo alimento (Nicodemus-Johnson y Sinnott, 2017). Ademas, hay que te-
ner en cuenta que el genomay el epigenoma pueden interactuar, es decir, que
entender como pueden las modificaciones epigenomicas alterar la expresion
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génicay regular las consecuencias de la nutricion también constituye un enor-
me desafio que permitira dar los primeros pasos hacia la nutricion de preci-
sion en la prevencion de enfermedades.

7.3.6 Entender el impacto de los miARN exdgenos

Se han identificado miARN en liquidos bioldgicos (sangre, leche materna hu-
mana y leche de otras especies). Sin embargo, la influencia de estos miARN
exdgenos no se ha estudiado en profundidad a pesar de que estos elementos
epigenéticos se detectan en la mayoria de los alimentos y se suelen conservar
de una especie a otra (Xia et al,, 2011.; Ledda et al., 2020; y Mal et al., 2018).
Resulta vital comprender el posible impacto de los miARN exdgenos sobre la
epigenética humanay su posible influencia sobre la salud y propension a en-
fermedades. De hecho, la demostracidn de un efecto beneficioso o perjudicial
podria conllevar cambios en la produccion, el procesamiento o la coccion de
los alimentos. Ademas, debido a su presencia generalizada en los alimentos,
se ha propuesto que los miARN pudieran constituir biomarcadores y/o ele-
mentos de comunicacion (Benmoussay Provost 2019). Todo ello podria posi-
bilitar una nueva estrategia terapéutica contralas enfermedades no transmi-
sibles o favorecer un envejecimiento mas saludable.

7.3.7 Descubrir las consecuencias genéticas y epigenéticas

de las sustancias quimicas de los alimentos

Esbien sabido que en los alimentos puede haber miles de sustancias toxicas como
consecuencia de las tareas de produccion, transporte, procesamiento, envasado
y almacenamiento, pero también debido al impacto natural de la contaminacion
ambiental residual. El niimero de sustancias quimicas en las que se detecta toxi-
cidad epigenética aumenta continuamente (Marczylo et al., 2016). Por otra par-
te, se prevé una ampliacion considerable de nuestros conocimientos sobre los
efectos epigenéticos y genéticos de las sustancias quimicas antiguas y nuevas,
gracias a los recientes avances en las técnicas y metodologias analiticas. Ademas,
se ha demostrado en modelos animales que hay diversas enfermedades que se
transmiten transgeneracionalmente (Guerrero-Bosagna y Jensen, 2015). Todos
estos nuevos conocimientos conducen la investigacion hacia estudios centrados
tanto en los cambios epigenéticos que se observan actualmente como en las con-
secuencias transgeneracionales de la actual exposicion humana a sustancias qui-
micas toxicas relacionadas con la ingestion de alimentos. Para alcanzar este ob-
jetivo, resulta esencial desarrollar metodologias de determinacion apropiadas
mediante instrumental de tltima generacion y transferirlas desde la investiga-
cidn hasta los laboratorios sistematicos oficiales para determinar de forma
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exacta, rapiday sostenible las sustancias quimicas reguladas y conocidas de los ali-
mentos, pero también los compuestos toxicos nuevos y de reciente aparicion que
podrian introducirse en cualquiera de los eslabones de la cadena alimentaria. Para
lograr este tltimo objetivo, se deben implantar enfoques inespecificos en los con-
troles sistematicos, lo cual obliga a adaptar las metodologias analiticas utilizadas a
fin de cumplir las exigencias actuales en lo referente a la selectividad y 1a sensibili-
dad. Estos enfoques permitiran obtener datos experimentales exhaustivos sobre
la exposicion alimentaria que permitiran una correlacion adecuada con los cam-
bios epigenéticos y genéticos observados en la poblacion.

7.3.8 Avanzar hacia la nutricién de precision y personalizada

El objetivo final de la nutricion de precision estriba en poder ofrecer un aseso-
ramiento dietético personalizado teniendo en cuenta las reacciones individua-
les para preservar la salud y prevenir las enfermedades. Para ello, es preciso
avanzar en las siguientes cuestiones:

e Senecesitan amplios estudios poblacionales basados en poblaciones
caracterizadas de forma adecuada y minuciosa (anamnesis clinica, sexo, edad,
estilo de vida, [epi]genética y microbiota) para avanzar en la identificacion de
los determinantes de la variabilidad individual en la reaccion ante
intervenciones dietéticas especificas a los diferentes aspectos relacionados
con la alimentacién. Ensayos clinicos y estudios de cohortes.

e Mejorar el conocimiento de los determinantes genéticos del proceso de
ADME (de los nutrientes y los componentes bioactivos de los alimentos) y de
las preferencias alimentarias, asi como de los requisitos alimentarios influidos
por los SNP. Lista completa de SNPa; base de datos de ADN-nutrientes.

e Abordar el impacto de los ARNnc, tanto el de cada persona como el
derivado de la alimentacion, en los érganos diana y su repercusion sobre
diversas enfermedades (por ejemplo, la obesidad o el cancer). Estudiar el
impacto de las intervenciones dietéticas sobre los miARN y su potencial
como biomarcadores o herramientas terapéuticas para la nutricion de
precision en enfermedades especificas.

e Biologia de sistemas/bioinformatica: La integracion de los datos clinicos, los
antecedentes genéticos, la microbiota y otros datos émicos multiples
(epigenomicos, transcriptomicos, protedmicos, metaboldmicos,
metagendmicos...) en ensayos clinicos y estudios de cohortes requiere
potentes recursos bioinformaticos, entre los que se incluyen algoritmos de
aprendizaje automatico capaces de predecir la reaccion en funcion de la
integracion de los datos.
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7.3.9 Reconfigurar la microbiota mediante la nutricion
Lareconfiguracion de las interacciones entre el huésped y la microbiota a tra-
vés de lanutricion personalizada supondria una nueva herramienta para me-
jorar la salud de cara al control y la prevencion de enfermedades. Conviene
conocer lareaccion del huésped en funcion del perfil microbidtico en unain-
tervencion dietética especifica (por ejemplo, los que reaccionan y los que no).
El cuando (patrones de alimentacion circadianos y ayuno intermitente) y el
como (procesos de coccidon) se consumen los alimentos o la ingestion alimen-
ticia especifica pueden ejercer una repercusion distinta sobre la fisiologia y
la microbiota del huésped, asi como sobre la interaccion entre el huésped y
el microbioma. Hasta la fecha, solo se han llevado a cabo una cantidad limi-
tada de estudios para determinar si los factores nutricionales provocan cam-
bios en la microbiota e impulsan las interacciones entre el huésped y la mi-
crobiota, principalmente en los periodos criticos de la vida como la primera
infancia y la ancianidad. Estas observaciones explicarian el enorme interés
que suscitan las intervenciones perinatales y el posible uso de probiédticos,
prebidticos y simbidticos para promover una «microbiota adecuada» y, por
lo tanto, influir beneficiosamente en la salud. Al mismo tiempo, existe un in-
terés considerable por la investigacidon relacionada con la microbiota, cuyo
objetivo es identificar los microorganismos, moléculas microbianas y meta-
bolitos especificos que favorecen la fisiologia, los metabolismos y la salud del
huésped. Entender como reacciona el microbioma a los componentes de la
alimentacion y la consiguiente repercusion bioldgica, asi como las consecuen-
cias clinicas, puede utilizarse para el desarrollo de intervenciones dietéticas
elaboradas con precision.

e Investigar como benefician al organismo nutrientes especificos de la
alimentacion mas alla del aporte nutritivo, al contribuir a mejorar el
bienestar general o a reducir el riesgo de sufrir enfermedades.

e Comprender las interacciones entre el huésped, el microbiomay la
alimentacion, asi como los mecanismos subyacentes.

e Identificar los microorganismos, moléculas microbianas y/o metabolitos
concretos que contribuyen a la fisiologia, los metabolismos y la salud del
huésped.

e Conocer lareacciéon del huésped en funcion del perfil microbidtico en
diversas intervenciones dietéticas (los que reaccionan y los que no).

e Determinar hasta qué punto modulan la salud humana el cuando (los
patrones de alimentacion circadianos y ayuno intermitente) y el como
(procesos de coccidn) se consumen los nutrientes de la alimentacion.
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e Desarrollar modelos mecanicistas y predictivos del efecto de los
componentes de la alimentacion y los productos basados en la
microbiota sobre la salud.

7.3.10 Hacia una comprension mas global y mecanicista

de las consecuencias epigenéticas del ejercicio fisico

Hay una serie de cuestiones importantes que habra que abordar en los préximos
afos en lo referente a la forma en que las alteraciones epigenéticas debidas a la
actividad fisica pueden repercutir sobre la salud y la enfermedad humanas:

e Eldisefio de modelos animales para estudiar los mecanismos
moleculares que hay detras de los efectos beneficiosos o perjudiciales del
ejercicio y que puedan trasladarse a los seres humanos (por ejemplo, en
deportistas de élite).

e Laimplantacion de tecnologias epigenéticas de tiltima generacién para
estudiar las marcas epigenéticas a escala gendomica.

e Laintegracion de los datos epigendmicos en los obtenidos de otras
omicas (es decir, la transcriptomica y la protedmica) para identificar los
cambios epigenéticos con efectos funcionales.

e Elestudio del efecto del ejercicio sobre el epigenoma de diversos tipos de
células y tejidos para identificar cambios comunes y especificos.

7.3.11 Definicion del papel etioldgico de las alteraciones

epigenéticas producidas por el tabaco y el alcohol en las
enfermedades humanas

Lamayoria de los actuales hallazgos de alteraciones epigenéticas son el produc-
to de estudios de asociacion. Sin embargo, este enfoque tiene una capacidad li-
mitada para aclarar si estos cambios son causas o consecuencias de la enferme-
dad asociada al alcohol o al tabaco. Las vias de sefializacion y los mecanismos
moleculares implicados atin estan por definir mediante el desarrollo de estu-
dios mecanicistas. Ademas, debido a su accesibilidad, la mayoria de los cambios
epigenéticos se han referido en la sangre periférica, que no es el principal teji-
do objetivo del alcohol ni del tabaco. Es probable que, aparte de los biomarca-
dores, se detecten mas asociaciones funcionales de las alteraciones epigenéti-
cas y la expresion genética mediante el examen de otros tejidos que estén
relacionados mas directamente con estos compuestos.
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En las ultimas décadas, se han secuenciado por completo
los genomas de cientos de organismos vivos diferentes.

La descodificacion de esta gran cantidad de informacion
genética promete desvelar los secretos moleculares de
lavida en nuestro planeta, asi como la base molecular

de las enfermedades humanas. Sin embargo, esto no es
nada trivial, ya que en muchas especies las secuencias
codificadoras de proteinas (es decir, los genes) solo
representan una pequeia fraccion de su genoma, y el resto
de las secuencias no codificantes pueden desempefiar
funciones reguladoras. Ademas, dentro de los organismos
multicelulares, el genoma se utiliza de forma exclusiva

en cada tipo de célula introduciendo modificaciones
epigenéticas o adoptando conformaciones tridimensionales
particulares que pueden afectar a la actividad y expresion
génicas sin cambiar las secuencias de ADN subyacentes. A
pesar de esta complejidad, los recientes avances en diversas
tecnologias dmicasy de edicion del genoma han mejorado
notablemente nuestros actuales conocimientos sobre la
funcion del genoma. Por consiguiente, ahora estamos en
una disposicion Gnica para secuenciar, analizar y modificar
los genomas y, de ese modo, mejorar no solo nuestra calidad
de vida sino también la de nuestro planeta.
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