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CONTENIDO DEL TRABAJO

El siguiente trabajo comprende los temas mas importantes que se retnen generalmente bajo la denominac
de biologia molecular. En este campo se han verificado los progresos mas notables de los dltimos afios, so
los cuales reside el futuro de muchos aspectos de la biologia molecular. Estos estudios estan intimamente
relacionados con la genética molecular, que intenta explicar los fenémenos hereditarios como resultantes d
funcién de componentes quimicos especificos localizados o formados en los cromosomas. Se ha demostra
asi, que la informacién genética es dictada inicialmente por la disposicion de las bases del 4cido
desoxirribonucleico (ADN), que luego es transcrita a las diferentes moléculas del acido ribonucleico
(ARN-mensajero, ARN de transferencia y ARN ribosémico) y, finalmente, traducida en diversas proteinas y
enzimas especificas.

Primero analizaremos el modo en que la informacion genética se acumula en el ADN. En el codigo genétice
cada aminoacido es especi-ficado por un grupo de tres nucleétidos (codoén). El cédigo genético es universe
es compartido por todos los organismos vivientes, con muy pocas excepciones conocidas. Las cuatro
diferentes bases nitrogenadas dan lugar a los distintos codones, con estas cuatro bases se forman los diec
codones.

Veremos por encima la transcripcién, es decir, el proceso por el cual los genes son copiados en ARN para

producir ARNs mensajeros, los que a su vez codificaran las proteinas. EIl ARN mensajero de los eucariotas
generalmente producido en forma de grandes moléculas precursoras, que luego son procesadas para dar |
a ARNs maduros mas cortos.

Por ultimo abarcaré los problemas fundamentales de la diferencia—cion celular . Esta parte adquiere una
importancia especial en biologia, puesto que en él se exponen los fundamentos recientes sobre la regu-lac
de la accién génica en células superiores. Los experimentos de control nuclear ejercido por el citoplasma
demuestran la influencia de éste sobre el nlcleo e ilustran, ademas, las continuas interrelaciones entre los
territorios celulares principales. En los organismos superiores los diversos tejidos tienen células especializa
gue expresan genes diferentes. Se analizaran los posibles mecanismos por los cuales se establecen las
primeras diferencias entre las células embrionarias.

EL CODIGO GENETICO

Los conceptos de genotipo y fenotipo son bastante conocidos, pero no los son tanto los mecanismos por lo
cuales el genotipo se expresa en el fenotipo. Ahora analizaremos la via molecular por medio de la cual un ¢
puede producir cambios fenotipicos como los observados por Mendel en sus experimentos con las arvejas.

Se sabe actualmente que el acido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético de las células: es decir
la molécula que lleva la informacion en forma codificada de un molécula a otra y de las células parentales a
las filiales. La expresién de un gen se hace mediante su copia en acido ribonucleico (ARN), que a su vez
dirige la sintesis de las proteinas especificas, las cuales son la ultima etapa de la informacion genética. El
ARN representa el material genético en ciertos virus, los que contienen ARN en vez de ADN. Estos concep
fueron resumidos por Crick en la secuencia, que se considera como el dogma central de la biologia
molecular:

El flujo de la informacion presenta, pues, tres etapas:
1.-Replicacion de la molécula de ADN y , por lo tanto de la
informacién genética.

2.—Trascripcion de la informacién en moléculas de ARN.



3.-Traduccién de la informacion en proteinas ( y enzimas) de una
célula.

Se debe recordar que transcripcién se usa como sinénimo de sintesis
de ARN y traducciéon como equivalente de sintesis de proteinas.

Como sabemos puede existir una inversion en este diagrama. En los virus que contienen ARN, la
transcripcién puede revertirse por la acciéon de la transcriptasa invertida, (ARNADN). En cambio, la
traduccion de ARN en proteinas es unidireccional y no puede ser invertida. El mecanismo basico por el cua
se expresa la informacién genética fue descubierto inicialmente en organismos simples, como

bacterias y virus. El mas usado fue la Escherichia Coli, una bacteria que vive en el intestino del hombre. Se
sabe actualmente que los mismos principios genéticos operan en Escherichia Coli y en los animales y plant
superiores.

Composicién molecular de los genes

Mucho después que Mendel descubriera que los genes se heredaran en forma de factores separados, las
observaciones citogenéticas indicaron que el material genético estaba localizado en los cromosomas. En 1
Feulgen desarroll6 la conocida reaccién histoquimica y demostré que los cromosomas contienen ADN. Sin
embargo, por mucho tiempo se pensé que el material genético deberia ser una proteina nuclear. Esto se de
al hecho de que, teniendo los acidos nucleicos sélo cuatro nucledétidos, parecian demasiado simples como
codificar la gran cantidad de proteinas.

Los estudios citofotométricos demostraron que los nicleos contenian una cantidad constante de ADN y est
llevé a pensar en el posible papel del ADN en la herencia. Para entonces, sin embargo, ya se habia demos
en microorganismos que el ADN era, en realidad, el material genético.

En 1928, Griffith encontré que una variedad no patdgena de neumococo podia transformarse en una variec
virulenta, si se inyectaba en ratones juntamente con neumococos patdgenos muertos por el calor. Avery y
colaboradores, en 1944, purificaron el factor de transformacién y demostraron que el ADN aislado del
neumococo patdégeno era el causante de la transformacion.

En la actualidad se conocen los fendmenos moleculares de la transformacién del neumococo. Se observa ¢
el ADN liberado de una bacteria es tomado por otra y se recombina con el cromosoma de la célula huéspec
En el experimento de Avery, el ADN transferido produce la sintesis del polisacarido de la capsula, que lo
vuelve virulento.

La capacidad del ADN de transferible de una bacteria a otra es un fenébmeno esencial en genética, ya que |
posible estudiar la frecuencia de recombinaciones entre diversas mutaciones y construir mapas genéticos. |
transformacion permite también la moderna tecnologia de la ingenieria genética por la cual fragmentos
foraneos de ADN se unen a plasmados y se incorporan a E. coli.

En la transduccién, fragmentos de ADN se incorporan a un bacteriéfago y luego son introducidos, junto con
el ADN viral, dentro de la bacteria. En la conjugacién se aparean y recombinan dos bacterias de sexo
diferente. El andlisis de estos y otros mecanismos de recombinacién es empleado extensamente en genétic
molecular, y ha permitido confeccionar mapas genéticos muy detallados de los cromosomas bacterianos.

La unidad hereditaria que contiene la informacion para codificar un aminoacido es el coddn, que esta forma
por tres nucledtidos (triplete). Esta informacion se transcribe en el ARN mensajero (ARNmM), que tienen una



secuencia de bases complementarias a la del ADN. Tanto el ADN como el ARNm poseen solo 4 bases
diferentes, mientras que las proteinas contienen 20 aminodacidos distintos.

MENSAJEROS ARTIFICIALES

El experimento fundamental para resolver el cédigo genético fue realizado por Nirenberg y Mathei, en 1961
Estos autores descubrieron que, utilizando polirribonucleétidos sintéticos como ARNs mensajeros, era posi
estimular la incorporacion de aminoacidos en un sistema libre de células. El primer ARN utilizado fue el
acido poliuridilico (poli U), que dio como resultado la sintesis de polifenilalanina. Se pudo concluir asi que e
coddén UUU era capaz de codificar la fenilalanina.

El sistema libre de células utilizado fue un extracto de E. coli, en el que las bacterias se rompieron y se sac
pared celular por centrifugacion.

Este extracto contenia ribosomas, ARNt, las enzimas amino—acilsintetasas y otros factores requeridos para
sintesis, como aminodcidos radiactivos, ATP, GTP y el ARNm exégeno ( los ARNm endogenos de la E. col
son de vida muy corta, se degradan luego de una preincubacién del extracto a 37° C por pocos minutos ).
Ademas del poli U, se usaron otros homopolimeros como el poli A ( AAA ), que codificé lisina y el poli C (
CCC) que dio prolina.

El uso de ARNSs sintéticos y de composicion conocida fue posible gracias al descubrimiento previo de Ocho
de la enzima polinucledétido fosforilasa, que polimeriza nucleétidos difosfatos y produce ARNSs artificiales,
cuya composicion depende de la proporcion de los distintos nucledtidos utilizados.

In vivo, la polinucleotido fosforilasa funciona como una enzima que degrada al ARN polimerasa que usa
nucleésidos trifosfatos como sustrato y requiere ADN como molde ( templado ).

El flujo de la informacién genética es de la siguiente forma:

La traduccién es unidireccional, pero la transcripcion puede ser invertida (ARN —> ADN) por intermedio de
la trascriptasa invertida. La informacién contenida en el ADN y ARN se basa en los 4 nucleotidos y la de
proteinas, en los 20 aminoacidos, y las células son capaces de traducir el cddigo de 4 letras en el de 20.

Los experimentos de Avery con neumococos dieron la primera demostracién de que el ADN es la molécula
gue contiene la informacion. Esta puede producir trasformacion de una cepa de neumococo no virulenta.
También es posible incorporar en bacterias trozos de ADN por medio de plasmidos, por trasduccién y
conjugacion.

La hip6tesis de un gen, una enzima se representa mejor por la de un gen, una cadena polipeptidica, y esto
puede ilustrarse con las enfermedades hereditarias conocidas como errores del metabolismo. Por ejemplo,
fenilcetonuria, el albinismo, la galactosemia y el cretinismo son producidos por la ausencia de una de las
proteinas (enzima). En la hemoglobina, el cambio de uno solo de los aminoacidos puede producir la anemiz
falciforme.

El cédigo se lee en grupos de tres nucleétidos. Las unidades de informacién son los codones ( tripletes ) gL
codifican los aminoacidos. El codigo genético consiste en 43 = 64 codones, y la longitud del gen esta
relacionada con el nimero de aminoacidos en la proteina ( por ejemplo; 1500 nucledtidos o 500 codones p:
500 aminoécidos ).

El cédigo del ADN se transcribe en moléculas complementarias de ARN a partir de una de sus cadenas. La
lectura del codigo se hace en los ribosomas por medio de una molécula que sirve de adaptador. Este es el
ARN de transferencia que lleva el aminoécido.



El cédigo genético fue descifrado mediante el uso de ARNms sintéticos de un solo nucleétido ( por ejemplo
polirribouridina ). También se usaron polinucle6tidos con dos o tres tipos de bases y trinucledtidos de
composicion conocida, asi como polirribonucle6tidos con dobletes o tripletes alternados.

De los 64 codones, 3 representan sefales de terminacién y 61 codifican los 20 aminoéacidos. Hay por lo tan
tripletes sindnimos. Dado que el numero de ARNts que llevan los anticodones y los aminoacidos son meno
de 61, se puede explicar la discrepancia por el movimiento ( wobble ) de la tercera base del anticodén para
aparearse con mas de una base.

El coddn inicial es el AUG que codifica la N-formilmetionina en los procariontes. Los codones de
terminacion o sin sentido con UAA, UAG y UGA. El cédigo genético es universal; es decir, hay un solo
cédigo para todos los organismos vivientes.

SECUENCIAMIENTO DEL ADN Y EL CODIGO GENETICO

El cédigo genérico puede ser también descifrado comparando la secuencia de aminoacidos de una protein
con la secuencia de nucleétidos del gen que la codifica. En los Ultimos afios se han desarrollado métodos ¢
permiten el rapido secuenciamiento del ADN, lo que ha producido una verdadera revolucion en el mundo de
la biologia molecular. Por estos métodos se ha podido conocer la secuencia completa del ADN del
bacteriéfago 6X 17415, virus que infecta a la E. coli y del SV 4016,17, que ataca a las células del mono.

Esto ha llevado a confirmar el codigo genético y a establecer que todos los codones son usados in vivo.
Ademas se obtuvieron resultados inesperados sobre la organizacion de los genes.

CONFIRMACION DEL CODIGO GENETICO.

Haber descifrado la secuencia del ADN del 8X-y del SV 40, asi como la secuencia de algunas proteinas, t
permitido una hermosa confirmacién del c6digo genético. Se muestran los diferentes codones que usan est
virus, y de su lectura se puede concluir que los 61 codones son empleados in vivo para codificar los
aminoacidos. Aunque todos ellos se utilizan, algunos codones son preferidos. Por ejemplo, el 6X 174 prefie
codones con U en la tercera posicién, lo que probablemente refleja el hecho de que el ADN esrico en T.

SECUENCIACION DEL CODIGO GENETICO.

En la actualidad hay métodos que permiten el rapido secuenciamiento del ADN, lo que ha generado una nu
revolucion en biologia molecular. En éste se producen fragmentos de ADN de distinta longitud que empieze
en puntos fijos y terminan en nucleétidos especificos. La lectura se hace en geles de poliacrilamida que
separan los fragmentos de ADN por masa. Con estos métodos se pudo establecer la secuencia completa d
0X 174 y del SV 40.

El ADN del 6C 174 contiene 5375 nucleotidos, pero 6000 nucleétidos hubieran sido necesarios para codific
las 10 proteinas que produce este virus. La discrepancia se explica porque hay superposicion de ciertos ge
y, en consecuencia, algunos segmentos de ADN pueden codificar dos secuencias de aminoacidos utilizand
un encuadre diferente de los codones. El gen K del 8X 174 se superpone con los genes Ay C y la secuenc
de nucledtidos se lee en las tres posibles fases de traduccién del mensaje.

El conocimiento de la secuencia del ADN en 6X 174 y SV 40 y de la secuencia de aminodacidos de algunas
las proteinas ha permitido una hermosa confirmacion del cddigo genético. Se encontrd que los 61 codones
usan in vivo, aunque algunos son preferidos.

INGENIERIA GENETICA.



ENZIMAS DE RESTRICCION.

Los estudios antes mencionados en los virus 86X 174 y SV 40 fueron posibles porgue sus cromosomas son
muy pequefios y se pueden obtener en forma pura. En cambio, un cromosoma eucariético contiene una
molécula de ADN muy larga y por lo tanto, mucho mas dificil de estudiar. Este problema pudo ser
solucionado mediante las técnicas llamadas de ingenieria genética, que permiten cortar segmentos breves
ADN y unirlos a plasmidos, gue son cromosomas bacterianos muy pequefios. Luego se puede lograr la
replicaciéon de éstos en E. coli. Aunque la ingenieria genética es un problema esencialmente tecnoldgico, se
debe mencionar aqui por su amplio uso actual y por su amplio uso actual y por las posibles aplicaciones en
industria y la medicina para la produccién en gran escala de valiosas proteinas.

RECONOCIMINTO DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DEL ADN.

La ingenieria genética se basa en el uso de endonucleasas de restriccion, enzimas que reconocen secuenc
especificas de nucledtidos y cortan el ADN. Hay dos clases principales. La clase | es de enzimas que
reconocen una secuencia especifica, pero que cortan el ADN en sitios especificos, los cuales pueden estar
varios nucledétidos mas lejos. Por tal motivo estas endonucleasas no son Utiles en ingenieria genética. En
cambio, las de clase Il constituyen una especie de bisturi molecular que corta el ADN en sitios especificos
resultan de mucha utilidad. Hasta el momento se conocen unas 80 enzimas de la clase II.

La denominacion de las diversas endonucleasas de restriccion procede del microorganismo de donde fue
aislada. Por ejemplo, Eco Rl es una enzima de E. coli que contiene el plasmido RI ( éste produce resistenci
drogas ). Las enzimas de restriccién generalmente reconocen una secuencia de 4 a 6 nucledétidos.

Las que reconocen 4 nucleotidos producen fragmentos de ADN mas cortos ( unos 250 pares de bases ); lo
gue reconocen 6 fueron fragmentos mas largos ( alrededor de 4000 pares de bases ). Una caracteristica
importante de estas secuencias es que son simétricas. Por ejemplo:

5 GAATTC 3
3'CTT AAG &

Se observa que hay un eje de simetria a partir del cual la secuencia se lee lo mismo en ambas cadenas en
direccion 5' —> 3'. Algunas enzimas cortan en el medio y producen un corte neto. En otras el corte hace
posible separar varios nucledtidos, lo que permite producir segmentos de ADN de una sola cadena, que
pueden aparearse entre si. Estos extremos, llamados "pegajosos” ( sticky ), son susceptibles de unirse a
cualquier otro fragmento de ADN gque hubiese sido cortado por la misma enzima, lo que constituye un
instrumento ideal para la ingenieria genética.

La mayoria de las bacterias tienen endonucleasas de restriccidn cuya principal funcion es protegerlas contr
cualquier ADN foraneo. Si, por ejemplo, el ADN de la bacteria esta naturalmente protegido porque hay
enzimas que lo modifican y lo metilan precisamente en los sitios donde las endonucleasas podrian actuar,
haciéndolo invulnerable.

El fendmeno de restriccion—modificacion fue descubierto siguiendo el comportamiento de dos cepas de E.
coli frente a la infeccion por bacteriéfagos. Se encontré que el bacteri6fago lambda, que crece en E. coli K1
infecta poco al E. coli B, y viceversa.

Se sabe ahora que el ADN de ambas cepas se metila en sitios diferentes. El descubrimiento de este fendbm
aparentemente raro de la restriccién al crecimiento de esos bacteriéfagos llevé al descubrimiento de las
enzimas de restriccién, y a una verdadera revolucién en la biologia. Este es un buen ejemplo de que los
efectos benéficos de la investigacion cientifica no pueden predecirse de antemano.



LOS GENES EUCARIOTICOS: INTRODUCCION EN PLASMI-DOS Y CLONACION EN E. COLI.

Las bacterias tienen a veces un pequefio ADN circular —el plasmido— que se replica en forma autbnoma.
Algunos de los plasmidos mejor conocidos son los factores de resistencia a los antibiéticos (factores R). En
1973 se pudo demostrar que un fragmento de ADN incorporado in vitro en un plasmido (con ayuda de
endonucleasas de restriccion) podia introducirse en una bacteria y multiplicarse.

El plasmido circular se corta en un solo sitio con una endonucleasa de restriccion. El ADN eucariético se
corta con la misma enzima, lo que genera terminaciones "pegajosas”. Luego ambos ADN se pegan por esa
terminales que tienen bases complementarias y se completa la soldadura con la enzima ADN ligasa. El
plasmido recombinante es luego introducido en E. coli con la simple maniobra de poner a las células en un:
solucion de cloruro de calcio, que las hace permeables.

Después se seleccionan las bacterias que llevan el plasmido por el uso de antibioticos. Asi, si un plasmido
lleva el gen de la resistencia a la tetraciclina, en presencia de este antibiético mueren todas las bacterias qt
no lo poseen. Una vez que se obtiene una colonia de E. coli se pueden hacer millones de copias del ADN
eucaridtico incorporado en el plasmido. Como todas estas copias provienen de una sola molécula, el
procedimiento se denomina de genes clonados.

Ademas de los plasmidos, se ha usado también el bacteriéfago lambda para propagar los genes de E. coli.

La ingenieria genética abre la posibilidad de usar bacterias para producir proteinas de importancia médica,
como insulina y hormona de crecimiento humana. Otra posibilidad es la de introducir genes fijadores de
nitrdgeno en las bacterias que viven en las raices de plantas no leguminosas, eliminando asi el uso de
fertillizantes nitrogenados.

Hasta ahora se han clonado muchos genes eucario6ticos en E. coli, pero las proteinas producidas no parece
haberse expresado en una forma correcta. Esto se debe, seguramente, a la necesidad de promotores
procarioticos ( es decir, los sitios donde se inicia la accion de la ARN polimerasa ), asi como de sitios de
unién para los ribosomas. Esta problema puede resolverse clonando los genes eucari6ticos dentro de gene
bacterianos bien caracterizados. Por ejemplo, se ha podido insertar el gen de la hormona somatostina dent
del gen de la d—galactosidasa, que es parte del operdn lactosa.

De esa manera se pudo obtener una hormona biolégicamente activa usando al promotor y el sitio de union
ribosoma del gen de la d—galactosidasa. También ha sido posible clonar genes dentro del gen que codifica
penicilinasa, ya que esta enzima es secretada fuera de la célula. Asi se pudo insertar el gen de la insulina y
obtener una proteina que tiene a la vez la secuencia de la insulina y la penicilinasa. Luego se purifico la
insulina directamente a partir del medio.

La ingenieria genética es muy valiosa para comprender cémo son controlados los genes en los organismos
eucariéticos. En los ovocitos de Xenopus es posible inyectar genes en el nlcleo y obtener su transcripcion
también la traduccion en las proteinas.

INGENIERIA GENETICA

Las técnicas de ingenieria genética estan basadas en el uso de endonucleasas de restricciéon de origen
bacteriano. Estas enzimas reconocen secuencias especificas de nucleétidos en el ADN y lo cortan en esos
sitios. Algunas endonucleasas producen extremos "pegajosos" que se unen a segmentos de ADN eucarioti
cortados con la misma enzima. La funcién normal de la endonucleasa bacteriana es la de proteger a la bac
de la invasion de ADN foraneo. ElI ADN resiste la accion de las enzimas por un proceso de
restriccion—modificacion en el cual se produce la metilacién de las secuencias especificas del ADN.



Las técnicas de ingenieria genética permiten el clonado de genes mendiante su insercion en plasmidos o e
bacteriéfago lambda.

Los plasmidos son pequerios circulos de ADN que se replican el forma auténoma, muchos de los cuales lle
genes que causan la resistencia a los antibiéticos. El plasmido, que lleva el gen eucariético, se introduce er
E. coli y la bacteria es seleccionada por su resistencia al antibi6tico. Asi se pueden obtener colonias en las
cuales el gen se ha copiado millones de veces. Estas técnicas abren la posibilidad de la produccion de

proteinas de importancia médica ( como insulina y hormona de crecimiento humanas). Sin embargo, la

expresion de genes eucaribticos en E. coli se dificulta por la necesidad de tener promotores y sitios de unié
ribosémica procariéticos. También se pueden expresar genes clonados inyectandolos en el nicleo de ovoc

FUSION CELULAR

Los anticuerpos son moléculas de proteina capaces de reconecer y unirse especificamente a un antigeno
extrafio. Cuando un animal es inyectado con una molécula que el organismo reconoce como ajena (una
proteina o polisacarido complejo), al cabo de varios dias se producen anticuerpos especificos que pueden
interaccionar con ese antigeno. En el suero sanguineo del animal asi inmunizado aparecen diversos
anticuerpos que reconocen distintas partes de una molécula (o varias moléculas, si es inyectada mas de ur

Los individuos de una misma especie pueden tener diferentes respuestas inmunolégicas, de manera que u
mismo antigeno es capaz de producir en cada uno un anticuerpo distinto. Este es un problema de gran
importancia en medicina porque, por ejemplo, el éxito o fracaso de un transplante de érgano dependera de
el dador y el paciente que lo recibe presentan o no los mismos anticuerpos de histocompatibilidad, en la
superficie celular. Se comprende pues la necesidad de tener anticuerpos que puedan ser usados para el
diagnostico en forma exacta. En la actualidad, mediante la técnica de fusién celular se han podido crear line
celulares que producen un sélo tipo de anticuerpo y en cantidades ilimitadas.

Los anticuerpos son generados por los linfocitos, que, cuando los elaboran en gran cantidad, se transforma
en plasmacitos. Es fundamental que cada célula productora de anticuerpos da origen a un solo tipo de
anticuerpo.

Los linfocitos no se multiplican en cultivo de tejidos, pero C. Milstein desarroll6 una técnica por la cual es
posible propagar indefinidamente una linea celular, partiendo de una célula Gnica mediante la fusion con ur
célula tumoral.

Vamos a ver como podemos obtener los llamados anticuerpos mono—clonales. Al principio se inmuniza un
ratén con el antigeno deseado; luego se extraen los linfocitos del bazo y se los fusiona mediante el virus
Sendai a una linea celular del ratén derivada de plasmocitos tumorales (estos tumores se denominan mielo
porque invaden la médula 6sea). La célula del mieloma lleva una mutacién en el enzima
hipoxantina—guanina fosforiltransferasa por la cual es incapaz de crecer en medio de HAT, como ya
sabemos; en cambio, el hibrido resultante si puede hacerlo y los clones que secretan el anticuerpo desead
susceptibles de ser identificados y puestos a crecer.

La fusién con la célula tumoral vuelve inmortal al linfocito del bazo del ratén, que desde entonces crece
indefinidamente in vitro. También pueden pueden ser implantados en ratones y ser mantenidos mediante
trasplantes seriados de los tumores. Como todas las células derivaran de un anico linfocito, los anticuerpos
gue se producen seran monoclonales y de alta pureza.

Los anticuerpos monoclonales antivirales se usan para el diagndstico de algunas enfermedades virales o p
el tratamiento de la rabia. Otros anticuerpos se usan en bioquimica clinica y muy especialmente para clasifi
todos los antigenos humanos de histocompatibilidad.



Los anticuerpos monoclonales representan un ademas un buen ejemplo de gue no es posible predecir de
antemano las aplicaciones practicas de la ciencia. El estudio de la fusion celular, que al principio se desarrc
como un capitulo especializado de la biologia celular para atacar el problema de las relaciones entre niclec
citoplasma, ha llegado a producir instru—mentos inmunoldgicos de gran importancia practica para la
humanidad.

INTERACCIONES NUCLEOCITOPLASMATICAS.

El problema fundamental de la diferenciacién celular es el de dilucidar el mecanismo por el cual un huevo
aparentemente sin estructura da origen a un embrién con muchos tejidos especializados. La diferenciacion
celular es un cambio persistente que implica la sintesis preferente de proteinas especificas ( por ejemplo,
hemoglobina, gama globulina ) por células especializadas ( eritrocitos, plasmocitos ). Estos cambios implice
un complejo mecanismo de regulacion, que es distinto del que ocurre en las bacterias. La diferenciacién
celular puede ser inducida por estimulos, pero persiste luego en ausencia de éstos. Hay un periodo de
determinacion en el cual la capacidad de diferenciarse esta ya establecida. Este es el caso de los discos
imaginales de Drosophila, que solo se diferencian durante la metamorfosis de la larva y que cuando son
trasplantados en el adulto permanecen en un estado indiferenciado, pero determinado.

En las células eucariéticas la interaccién nucleocitoplasma es continua. El alga Acetabularia es muy
apropiada porque el nicleo se halla en un extremo, el rizoide, que se puede cortar facilmente. Diversos
experimentos demuestran que sustancias nucleares ( ARNms estables ) difunden en el citoplasma y contro
la morfogénesis del capuchdn.

La fusién celular con el virus Sendai permite la produccién de heterocariones. Si se fusionan eritrocitos que
han dejado de sintetizar ARN y ADN con células Hela, la sintesis de ARN puede reactivarse y hasta se put
replicar el ADN. La reactivacion se debe probablemente a la entrada de proteinas desde el citoplasma. Por
accion de la citocalasina B es posible obtener carioplastos y citoplastos, y luego reconstituir células por
fusion entre ndcleos y citoplasmas de células diferentes.

Los huevos de ranas ( Xeropus ) son muy Utiles, ya que se pueden trasplantar nlcleos somaticos diferente:
se implantan en un ovocito en crecimiento, el metabolismo de ARN del ntcleo implantado se activa. En los
huevos los nucleos pueden replicar el ADN. Por lo tanto, la sintesis de los acidos nucleicos depende del
citoplasma del huésped.

El citoplasma del ovocito es capaz de reprogramar la expresion de los genes en los nlcleos trasplantados,
como se demuestra inyectando nudcleos de rifion de Xeropus en ovocitos de Pleurodeles. Con estos
experimentos se establecid que la activacion y la inactivacién de los genes son selectivas.

MECANISMOS MOLECULARES DE LA DIFERENCIACION CELULAR.

Veamos que las células especializadas contienen la misma clase y el mismo niamero de genes y que, por Ic
tanto, las diferencias entre ellas son el resultado de la distinta velocidad de expresion de los genes.
Llegaremos a la conclusién de que la diferenciacion celular probablemente se controle a nivel de la
transcripcion.

El genoma permanece constante. Trasplante nuclear.

Una prueba rigurosa de que durante la diferenciacién embrionaria no hay pérdida de informacién genética
provino de los clasicos experimentos de trasplante nuclear de J.B. Gurdon.

Fueron irradiados huevos de Xenopus con luz ultravioleta para destruir el nacleo y luego se los inyectd con
ndcleos somaticos. Se vio que los nucleos de una célula intestinal completamente diferenciada eran capace



mantener el desarrollo normal de ranas hasta la edad adulta, las cuales resultaron fértiles. Esto demuestra
las células intestinales conservan todos los genes requeridos para completar el ciclo vital de una rana.
Ademas, del mismo intestino de una rana se pueden obtener clones de gemelos idénticos.

También se logré el desarrollo de renacuajos usando otros tejidos adultos, como células de la piel y linfocit
Todos estos resultados demostraron que los genes necesarios para codificar los diversos tejidos del embiric
no se hallaban inactivados en los nucleos dadores.

En células vegetales se llegé a la misma conclusion. Por ejemplo, se pudo conseguir una planta completa ¢
partir de una célula cultivada de la zanahoria.

La amplificacion génica no implica la diferenciacion.

Otra posibilidad de que un gen pudiese activarse en forma diferencial seria si aumentara el nimero de copi
Esto es lo que se denomina amplificacion génica, y vimos lo que ocurre con los genes ribosémicos en los
ovocitos de anfibios e insectos. Por ejemplo, en Xenopus, los 900 genes ribosémicos (nucleo diploide) pue
amplificarse hasta alcanzar 2.000.000 de copias, que se reparten en unos 1000 nucléolos del ovocito. Tene
el caso del ADN en ciertos puffs de los cromosomas politénicos de Rhyncosciara angelae.

Hay que tener en cuenta, sin embargo, que en ambos casos este ADN amplificando no se trasmite a las nu
generaciones puesto que las células de las glandulas salivares donde estan los cromosomas politénicos m
durante la metamorfosis y el ADNr del ovocito no pasa al embrién.

Otros genes que producen grandes cantidades de proteina (por ejemplo, la globina de reticulocitos) se
encuentran, sin embargo, en una copia Unica por genoma haploide en todos los tejidos. En otras palabras,
solo par de genes activados pueden dar origen a toda la globina de un eritrocito (90 % de las proteinas tota
Por lo tanto, el fendmeno de amplificacién génica no estd muy extendido.

LA TRADUCCION NO EXPLICA LA DIFERENCIACION

Hemos visto que durante el desarrollo y en el adulto el genomio permanece constante. Por lo tanto, las
diferencias entre las diversas células solo puede explicarse sobre la base de la expresién diferencial de los
genes. Esto podria obtenerse por un cambio en la transcripcion (Sintesis y procesamiento de los ARNS) 0 €
traduccion (sintesis de proteinas). Otra posibilidad seria que existieran mecanismos por los cuales algunos
ARNs mensajeros que tradujeran en ciertas células, pero no en otras. Sin embargo los experimentos con
ARNmMSs inyectados en ovocitos de xenopos permiten desechar esta posibilidad.

Se demuestra que si se inyecta ARNm de globina de conejo en un ovocito de xenopos, éste traduce en
globina. Se ha podido demostrar que gran nimero de ARNs mensajeros de origen animal y vegetal (ARNmM
para inmunoglobina, tiroglobulina, interferon, colageno, proteinas del virus del mosaico de tabaco) se
traducen en los ovucitos. Por tanto, éstos no tienen la posibilidad de excluir la traduccién de ningin ARNm.

—ElI ARNm de globina es muy estable y puede continuar traduciéndose durante semanas. Esta traduccion €
muy eficiente, ya que cada molécula de ARNm puede llegar a dar 100.000 moléculas de globina. Los ovoci
traducen el ARNm en forma mucho mas eficiente que cualquier sistema libre de células y, por lo tanto, se h
utilizado ampliamente para experimentos con ARNm. Aunque en los homogeneizados de Xenopus hay
ribonucleasas que pueden degradar el ARNm, en el ovocito vivo éste no se degrada. Esto permite seguir la
traduccion mas facilmente mediante el analisis bioquimico.

Se podria argtir que como el ovocito no es una célula especializada traduce los diversos ARNs mensajeros

pero que esto no ocurriria en la célula especializada. Se inyecto ARNm de globina en huevos fecundados, t
llegaron a desarrollarse hasta el estadio de renacuajo. Luego fueron disecados en un fragmento axial (que

10



contiene musculos, sistema nervioso y notocordio) y en otra porcidon gue ocntiene muchos tejidos, incluso
células productoras de elementos sanguineos. Con aminoacidos marcados se pudo seguir la sintesis de gl
de conejo en ambos fragmentos.

A pesar de que el segmento axial carece de tejido hemopoyético, se encontré que podia sintetizar globina e
misma proporciéon que el resto del renacuajo. Esto demostrd que las células deferenciadas (musculos,
neuronas, notocorda) son capaces también de traducir ARN heterélogo.

LA DIFERENCIACION SE CONTROLA A NIVEL DE LA TRASCRIPCION.

La posibilidad de que la expresion de los genes éste regulada a nivel de la sintesis de ARN fue avalada po
diversas evidencias. El ejemplo mas claro es el de los cromosomas politénicos, en los que la trascripcion s
manifiesta en forma de puffs.

Vimos que los puffs varian en los diversos tejidos y que se modifican por accién de la hormona ecdisona.

Los estudios de hibridizacion molecular demostraron que en una célula solo se expresa una fraccion de la
totalidad de los genes. Ademas, diferentes conjuntos de genes se transcriben en cada una de las células
especializadas.

Una parte de los genes que se trascriben son propios del tejido, pero hay otros que son compartidos y que
representan los genes que mantienen la estructura celular y que se necesitan para que la célula pueda
sobrevivir. Pertenecen a este grupo las proteinas de membrana, las proteinas ribosémicas y mitocondriales
enzimas glucoliticas, etc... Los genes no compartidos son los que codifican las protefiinas de las células
especializadas; por ejemplo: hemoglobina en el eritrocito y ovoalbimina en el oviducto, queratina en la piel.

MECANISMOS DE DIFERENCIACION CELULAR.

Durante la diferenciacion celular el genomio permanece constante, es decir que no hay perdida de informac
genética. Trasplantando un nucleo diploide de intestino en un huevo de Xenopus privado de su ndcleo, se
puede tener el desarrollo normal de esta rana. Si el genomio permanece constante, la diferenciacion celulai
debe corresponder a una exppresién diferencial de los genes (trascripcion o traduccion).

Los experimentos en los que se inyect6 ARNm en los ovocitos demuestran que éste puede ser teraducido
correctamente. A partir de un ARNm de globina llegan a formarse 100.000 moleculas de globina. También
otros ARNs mensajeros de origen animal o vegetal pueden traducirse en el ovocito.

La sintesis de proteina esta sujeta a un control cuantitativo, pero no cualitativo. Por ejemplo, en los huevos
erizo de mar la sintesis de proteina aumenta 10 veces por la acumulacion de ARNs mensajeros.Que la
expresion génica se regula a nivel de la trascripcion, se compueba en los cromosomas politénicos con la
aparicion de puffs especificos en distintos tejidos.

En cualquier célula solo 5-10 % de los genes estructurales se trascriben. Algunos de ellos son comunes a
todas las células y sirven para el mantenimiento de su estructura (por ejemplo: los que codifican proteinas
membranas, ribosomas, mitocondrias, etc...). Otros genes solo se activan en células diferenciadas (como Ic
genes para la ovoalbimina, queratina, hemoglobina, etc...).

Por medio de la trascriptassa invertida se puede producir ADN complementario (ADNCc) a partir del ARNm.
Luego el ADNc se usa para medir, por hibridizacion, la cantidad de un ARNm determinado. En estos genes
aungue son unicos, hay un aumento grande de la velocidad de trascripcion.

El mecanismo que regula la trascripcion es poco conocido en los eucariontes, qunque algln progreso se e
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alcanzado mediante la inyeccion de ADN en el nlcleo del ovocito. De esta manera, el ADN puede ser
trascrito y traducido correctamente.

En el huevo hay determinantes citoplasmaticos que tienen localizaciones especiales. Al distribuirse en form
desigual entre las células, pueden influir sobre la diferenciacion celular durante el desarrollo temprano del
embrion. En el curso de la ovogénesis de los anfibios los ovocitos acumulan muchas moléculas y organelas
gue seran usadas en el desarrollo.

Entre las moléculas se hallan los determinantes citoplasmicos, como el plasma germinal, que se localiza el
polo vegetativo e induce la formacion de células germinales.

En los adultos es posible que los mismos principios actien en la diferenciacion celular. Por ejemplo, si los
determinantes se dividen de manera desigual entre dos células, una se diferencia y la otra permanece en fc
blastica.

A medida que el desarrollo embrionario progresa, las interacciones celulares se vuelven mas importantes. |
es lo que sucede con la induccion del sistema nervioso por el notocordio, del cristalino por la vesicula dptic:
etc.., lo que se debe a la difusion intercelular de sustancias. El caso del hongo Dictiostelium es muy

interesante, porque en él se ha identificado el AMPc como el mensajero que aporta una informaciéon
posicional. Este hace que las células aisladas puedan converger para formar un organismo multicelular.
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