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PREFACIO

Actualmente estamos presenciando un increible desarrollo de |as ciencias biol 6gicas experimentales, y como
consecuencia, a partir de estos avances, se han generado grandes expectativas en materia tecnol égica.

Periédicamente, todos tenemos la oportunidad de obtener informacién acerca de los descubrimientos realizados
en las diversas &reas de la ciencia, y de las posibles implicaciones que pueden tener en nuestra forma de vida. Por
medio de conversaciones con amigos, familiares y asistentes a conferencias en las que he participado, he
percibido que hay un gran interés en el significado y alcances de laingenieria genéticay la biotecnologia
moderna. Aunque también he notado una gran desinformacion, y mucha informacion distorsionada: se habla
indistintamente de ingenieria genética, "biogenética’, bebés de probeta, manipulacién de laraza humana, etcétera.

El propdsito de esta monografia es el de comunicar a publico interesado en la ciencia la situacion actual dela
investigacion relacionada con la biologia experimental moderna, en particular, la derivada del efecto generalizado
de laingenieria genética.

Laorganizacion del material pretende describir sdlo algunos de |os elementos técnicos que han permitido ciertos
descubrimientos. De hecho, ya existen publicaciones donde éstos se revisan. El propdsito de esta obra es destacar
las repercusiones de determinadas tecnologias 0 conocimientos clave, |os de mayor importancia e interés,
describiéndolos, seglin se requiera, para comprender los €jemplos de avances recientes, que se presentaran en €l
resto del libro.

Es mi sincero deseo que este volumen sirva a dos propésitos: por un lado, compartir con el piblico lego el
entusiasmo y asombro que sentimos los que hemos tenido la suerte de trabajar en este campo, en este momento
histérico; por el otro, contribuir a crear una base para que el lector pueda distinguir entre charlataneriay ciencia
ficcién de los asombrosos avances que son realmente posibles.

Creo gue sdlo con informacion puntual, verdaderay comprensible la sociedad puede tomar las decisiones
adecuadas respecto a la ciencia que quiere pagar y las normas que deben establecerse en cuanto la nueva
tecnol ogia entra en contacto con sus vidas.

Si estamonografialogra conjuntar elementos de interés e informacién, habra cumplido sus propositos esenciales.
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El panorama antes del ADN recombinante

TODOS hemos escuchado hablar del término ingenieria genética. Los medios de informacion nos bombardean con
descripciones de descubrimientos asombrosos, y en ocasiones, plantean escenarios de desastre, propiciados por
unamalignaintervencion del hombre para alterar la naturaleza. En realidad, si |o meditamos con cuidado, €l ser
humano siempre hainterferido con los procesos naturales propios y de otras especies. ¢De donde proviene, s no,
lagran variedad de razas caninas, por gemplo? ¢Y no era un serio intrometimiento con el proceso practicar
repetidas sangrias al enfermo ala menor provocacion? La administracion de antibi6ticos para salvar innumerables
vidas humanas, ¢no significa una definitivainterferencia con los procesos naturales? Lo que si resulta claro es que
la capacidad de manipulacion, no siempre basada en € conocimiento, esta aumentando continuamente. En
particular, durante los Ultimos 15 a 20 afios ha sido notable un avance sin precedente en el campo de las ciencias
biol6gicas. Esto se debe fundamentalmente al surgimiento de las técnicas de ingenieria genética o ADN

recombinante.l L

Una caracteristica importante de la ciencia biol 6gica es que constituye una area de conocimiento relativamente
nueva. ¢A qué se debe esto? ¢COmMo es, nos preguntamos, que en la eraespacial y de las computadoras, no
sabemos curar ni un catarro comun? Parte de la respuesta estriba en lainmensa complejidad de cualquier sistema
biol6gico. Lacélulamas simple esté constituida por cientos de miles de moléculas diferentes, que son entidades
pequefiisimas, en continua transformaci én. Existe ademés un constante dinamismo en la composicién del material
viviente, mediado por interacciones moleculares de increible sutileza, sujetas a una compleay estricta regulacion.
Por estarazén, se requirieron instrumentos propios de la era tecnol dgica (por ejemplo, € microscopio), para
empezar a atisbar en la estructura de estos sistemas. Se harequerido del avance concertado de lafisica, la
guimica, la ciencia de materiales, y del progreso econémico para poder acceder alatecnologia necesaria para el
estudio de los sistemas vivientes. Otro hecho destacado es que lainvestigacion cientificatiene la particularidad de
ir acumulando preguntas que no es posible resolver con latecnologia del momento; pero en cuanto ésta progresa,
se agolpan |as soluciones de muchas preguntas y, rpidamente, surgen otras nuevas. Una de estas técnicas o
metodol ogias, que establece un parteaguas en la capacidad de indagacion sobre |os seres vivos es, precisamente,
laingenieria genética.

Para entender caba mente laimportancia central de esta nueva metodol ogia es (til revisar algunos conceptos
basi cos sobre las moléculas de laviday lo que se conocia antes de que surgiera esa disciplina.

LASMOLECULASDE LA VIDA

A través de varios miles de millones de afios de evolucién, la diversidad biol6gica nos resulta apabullante y
asombrosa. Cada organismo vivo, desde un ser humano hasta una pegquefia planta, una bacteria o una mosca,
parece ser unainvencion Unicay diferente. Si observamos con cuidado, sin embargo, detectamos muchos
elementos en comun. La clasificacidn de los seres vivos en reinos, 6rdenes, géneros, etc., obedece precisamente a
esta clara nocion de que |os organi smos vivos se parecen unos a otros. En €l nivel molecular, 10s seres vivos se
parecen increiblemente. Es de la combinacién y concierto de interacciones de los mismos tipos de moléculas que
un ser vivo difiere de otro. Esto es similar a caso de las computadoras (especialmente |os programas gque corren
en ellas), que pueden diferenciarse notablemente unas de otras, a pesar de estar constituidas por circuitos o
instrucciones muy similares.

Las moléculas de la vida surgieron hace quiza 3 o 4 mil millones de afios. Sus caracteristicasy sus interacciones
fundamental es han sido alteradas muy poco en todo este tiempo. De manerasimilar al crecimiento y evolucién de
una ciudad, un ser vivo no se puede "reinventar” continuamente. La evolucion ha ocurrido partiendo de lo queya
hay, con modificaciones paulatinas. En la Roma de hoy distinguimos calles que transité Julio César; en nuestras
células hay funciones moleculares afines surgidas hace 3 mil millones de afios.

¢Cudles son estas moléculas centrales, unificadoras? En lo que resta de este capitul o, me propongo describir
algunas de ellas, pero antes debo hacer algunas aclaraciones a lector.



Para entender |os fendmenos biol 6gicos no se requiere, como en otras disciplinas (por gjemplo, lafisicao la
guimica), el manejo de conceptos abstractos o € dominio de las mateméticas. Por otra parte, la complejidad de los
sistemas biol 6gicos si necesita un vocabulario especial. Mas aln, laamplitud y profundidad con la que
comprenden hoy los bidlogos |a naturaleza es real mente impresionante. Confio en que las descripciones de
naturaleza técnica, inevitables para hablar un lenguaje comuin y para que la presentacion del material que nos
ocupa no resulte trivial, sean accesibles al lector. Creo que la recompensa de cubrir |0s pasajes mas rudos sera una
percepcion mas cabal de labellezay relevancia de los recientes descubrimientos. Como dijera Albert Einstein:

"L as cosas deben ponerse tan simples como sea posible. Pero no més simples.”

Acidos nucleicos

El fenémeno de la herencia es discernible por cualquier observador, pero su fundamento quimico-biol égico no fue
siquiera sospechado hasta épocas rel ativamente recientes. Por jemplo, [0s genes eran entidades abstractas en los
trabajos pioneros del monje austriaco Gregorio Mendel.

La historia de los avances del conocimiento y los experimentos cruciales que dieron origen alaidentificacion del
material genético es extremadamente interesante e ilustrativa. Aungue desde principios de siglo se estudiaban
preparaciones biol égicas con laidea de identificar sustancias responsables de sus notables cualidades, no fue sino
hasta | os afios cuarenta que | os investigadores estadunidenses Avery, McLeod y McCarty sugirieron,

cautel osamente, que el material hereditario podria estar contenido en la sustancia llamada &cido nucleico. Durante
los siguientes cinco afios, trabajando con sistemas de separacion y andisis relativamente primitivos, 1os
investigadores del campo de |a genética bioquimica demostraron, de manera inequivoca, quetal erael caso.

El escenario estaba listo para el desarrollo de una de las investigaciones més relevantes en la historia de la
biologia. El multicitado descubrimiento de la estructuratridimensional del &cido desoxirribonucleico (ADN) ,
realizado por Watson y Crick, y cuya culminacién fue en 1953, merece siempre una mencion especial.

Este trabajo muestra varios conceptos que son piedra angular en lainvestigacion biol 6gica moderna. En primer
lugar, los experimentos realizados se basaron en |os adelantos de la fisica. Se utilizaron rayos X y
conceptualizaciones tedricas para inferir, a partir de patrones de manchas, la estructura de la muestra de ADN
analizada (véase en €l capitulo VI una descripcidn mas extensa sobre latécnica de cristalografia de rayos X). En
segundo lugar, se hace notar la conviccion de que, de laformatridimensiona de las moléculas biolégicas se
pueden obtener importantes ideas respecto ala funcién de las mismas. En tercer lugar, se destaca la confianza de
que hay elementosy principios universalmente aplicables atodo ser vivo, cuando se hace el andlisis anivel
molecular. En su investigacion, Watson y Crick reunieron informacion sobre las propiedades de difraccién de
rayos X del material recientemente identificado como portador de la herencia. Al utilizar también datos generados
por los quimicos sobre la natural eza basica de esta molécula, se dieron a latarea de proponer un modelo que fuera
consistente con estas observaciones. Los resultados de sus investigaciones fueron publicados en 1953 en larevista
Nature, en una sola pagina. Es asi como hoy dia sabemos que los genes estén constituidos por un polimero de
entidades quimicas, |os nuclettidos arreglados en forma de escalera de caracol, bautizado con el nombre de &cido
desoxirribonucleico (ADN).

Laestructuramolecular de los &cidos nucleicos sugirié de inmediato algunas de sus notables propiedades (véase
el recuadro 1.1).

RECUADROI .1. Estructura y Replicacion del ADN

El acido desoxirribonucleico o ADN, estaformado por dos cadenas. Puede
ser descrito como un polimero congtituido por cuatro diferentes monémeros.
El esqueleto esigual en todos |os casos: un azucar (desoxirribosa) y un
fosfato. Del esqueleto se desprenden las bases, que pueden ser A (adenina), G
(guanina), C (citosina) o T (timina). Cada una de las cadenas integra una

mol écula, porgue esta unida por enlaces fuertes (o coval entes), mostrados por
medio de lineas continuas como se muestraen lafiguraRl.la. Ladisposicion
de las bases permite, ademas, que una cadenatenga afinidad por otra, siempre




y cuando ésta corraen el sentido opuesto y su secuencia de bases haga que se
mantenga la complementariedad entre las bases (A frenteaT y G frentea C).
Esta afinidad se debe alaformacion de enlaces débiles (no covalentes)
[lamados puentes de hidrégeno, que se muestran con lineas punteadas en la
figura antes mencionada. Estos enlaces se pueden hacer y deshacer con
relativa facilidad. Como puede apreciarse en lafigura RI.1b, esto significa
gue lainformacién codificada en la secuencia esta duplicada: cada unade las
hebras contiene toda la informacidn. Asi, cuando las cadenas se separan, cada
una puede servir pararegenerar la cadena opuesta. Este proceso sellama
replicacién, y explica de inmediato cémo la molécula de ADN es capaz de
transmitir informacién de padres a hijos.
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La complementariedad de las bases constituyentes de |os &cidos nucleicos permite almacenar y transferir
informacion. La duplicacion de estas moléculas se basa precisamente en dicha propiedad. Si pensamos
detenidamente en las caracteristicas fundamentales de las moléculas de ADN, observamos otros aspectos muy
interesantes: son moléculas quimicamente mondtonas, como iNmensos rosarios con solo cuatro tipos de cuentas.
El cromosoma de la bacteria més simple tiene, por gjemplo, unalongitud de alrededor de 600 mil pares de bases;
los 23 distintos cromosomas de una célula humana contienen mucho mas ADN: jestan constituidos por
aproximadamente 3 mil millones de pares de bases! Imaginemos gue miramos un collar de un millén de cuentas
de cuatro tipos desde cierta distancia, y que vemos otro, también de un millén de cuentas, arregladas en otro
orden. ¢COmo podriamos distinguir uno de otro? Sabemos que hay informacion muy valiosa en el orden de esas
cuentas, pero, ¢como tener acceso a ella? Antes del surgimiento del ADN recombinante, la monotonia quimica del
ADN constituyé un obstaculo casi infranqueable para el progreso del conocimiento en este campo.

A pesar de lo anterior; por medio de un gran nimero de experimentos, que no consistian en la purificacion de

mol éculas de ADN especificas, ni su caracterizacién o andlisis directo, se pudieron sentar |las bases de su
funcionamiento fundamental. Asi pues, sustentandose en pruebas de muchos tipos, se establecié |o que se ha dado
en [lamar "dogma central de la biologia molecular" (véase e recuadro 1.2).



RECUADROI.2. La expresion de la informacion genética

Lainformacion contenida en la secuencia del ADN requiere convertirse en formay funcién. El ADN
congtituye las instrucciones, es decir; los planos; son necesarios herramientay materiales para gjecutar lo
que dicen los planos. La maquinaria celular convierte lainformacién del ADN en proteinas especificas, una
proteina por cada gene. Asi, un gene no es mas gque un segmento determinado dentro de algunalarga
molécula de ADN (como una cancion dentro de la cinta de un casete). Lainformacion fluye del ADN hacia
la proteina, pasando por un intermediario, el ARN (&cido ribonucleico), muy similar a ADN, y con las
mismas propiedades de aparamiento que éste en el proceso llamado transcripcion, en el cual sevan
agregando una por una las bases del ARN, copiando la secuenciadel ADN. Posteriormente, se ensamblan
las mol éculas de proteina, haciendo corresponder un aminoécido por cadatres bases. Todo un conjunto de
moléculasy or ganelos participa en este proceso de traduccién. Hay una correspondenciainequivoca
entre la secuenciadel ADNYy lade la proteina parala que codifica, dada por el cddigo genético. Este
codigo relaciona el idioma de cuatro letras de ADN, tomando grupos de tres en tres, con € idioma de las
proteinas, congtituido por 20 letras 0 monémeros.

ARN de
translerancia

_u_--—ﬂ (ARNt)

la secuencia de bases del
ADN se reflieja en la del ARN

@- **+ . proteinas

ribosomales
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El concepto de que lainformacion fluye de ADN a otramolécula similar; el ARN, y de aqui hacialas proteinas,
hace entrar en escena alos otros actores protagonicos del conjunto de las macromoléculas bioldgicas: las
proteinas. La breve descripcion del préximo inciso se refiere a ellas, pero antes deiniciarlo, describiremos otra
propiedad fundamental de los acidos nucleicos: su capacidad de hibridacién. Las moléculas de acidos nucleicos
tienen la propiedad de reasociarse si son separadasy, en general, de encontrar y asociarse con otras moléculas
cuya secuencia sea complementaria. Veamos con mas cuidado este concepto.

La complementariedad que pueden tener dos hebras de &cido nucleico se puede ilustrar si imaginamos una hebra
con lasiguiente secuencia: 5 CAGTGAATTCAATCGATS' y otra con la secuencia
5’ATCGATTGAATTCACTG3 (losnimeros5” y 3" marcan los extremos de | as hebras que corren en sentido
antiparalelo, como seilustraen el recuadro 1.1). Estas dos especies moleculares son complementarias, es decir; s
las colocamos una frente a otra, en sentido antiparalelo (tal y como se encuentran en las moléculas de ADN
naturales), tenemos:

5CAGTGAATTCAATCGATZ




I GTCACTTAAGTTAGCTAY

y observamos que frente a C (abajo de la C, en larepresentacion mostrada), hay siempre G y viceversa, y frente a
A, hay slempre T, y viceversa

Podemos hacer dos consideraci ones importantes respecto a gjemplo anterior. ¢Qué ocurririasi colocamos estas
dos moléculas en un mismo tubo de ensayo? ¢Qué tan probable es encontrar una secuencia de ADNigual (o
complementaria) a otra, dependiendo de su tamafio?

Respecto a la primera consideracion se puede predecir que, bajo ciertas condiciones, estas dos moléculas se
unirian para formar una sola entidad: se aparearian o hibridarian. Por lo que toca ala segunda pregunta, podemos
hacer un calculo simple que nos indica que si tenemos cuatro simbolos, para un arreglo o "palabra’ de longitud
18, existen 418 combinaciones, es decir; unas 68 mil millones. Si se compara con €l lenguaje escrito, observamos
que, en efecto, las combinaciones de simbolos generan muy pronto secuencias Unicas. No nos sorprenderia que,
por ejemplo, unafrase tal como "en Xochimilco mafiand” (a pesar de ser unafrase corta, que tiene sentido y es
correcta) no se encontrara en ninguno de los libros editados por € Fondo de Cultura Econémica. Similarmente, en
todo el genoma humano, la secuencia de ADN de nuestro ejemplo podria no encontrarse. O si se encontrara una
vez, seriamuy poco probable que hubiera una segunda. Esto quiere decir que la propiedad de hibridacion confiere
alos &cidos nucleicos una capacidad de reconocimiento molecular altamente especifica.

Aungue la propiedad de hibridacién, o encontrar su complemento, de los écidos nuclei cos fue conocida desde
hace mucho tiempo, no fue sino hasta el surgimiento del ADN recombinante que se pudo utilizar como
herramienta para detectar secuencias de ADN o ARN (es decir; paraaislar y cuantificar genes; véanse |os capitulos
[y VI).

Proteinas

Si observamos el proceso de expresion del material genético (véase €l recuadro 1.2), observamos que, a partir de
un cédigo amacenado en moléculas quimicamente monétonas (ADN), se obtienen entidades moleculares
individuales, que resultan muy distintas unas de otras: las proteinas. Es notable que en este proceso hay una
correspondencia directa, lineal, entre la secuencia de bases del ADN, y la secuencia de aminoéacidos de una
proteina (las reglas de correspondencia se conocen como codigo genético (véase e recuadro 1.2). Ladiferencia
entre estos dos polimeros biol 6gicos estriba en que, en los acidos nucleicos los constituyentes 0 mondémeros son
sblo cuatro, y sus propiedades fisicoguimicas son muy similares; en cambio, las proteinas estan constituidas por
20 tipos distintos de mondmeros, con propiedades fisicoquimicas muy distintas. La consecuencia de esta
diferencia es que |os &cidos nuclei cos tienden a estructurarse en largas hebras, cuyas propiedades generales son
muy parecidas, independientemente de |a secuencia. Las proteinas, por su parte, son moléculas con gran
personalidad fisicoquimica.

Al estar constituidas las proteinas por diferentes aminoécidos, su secuencia determina que la hebrade una de ellas
se pliegue en el espacio de manera especifica. Asi, aunque los genes que contienen las instrucciones (o codifican)
para dos proteinas distintas son estructuralmente muy parecidos entre si, las dos proteinas pueden tener estructura,
propiedades y funciones totalmente distintas. Las proteinas se pliegan, obedeciendo a gran nimero de
interacciones, cada una de magnitud relativamente pequefia, para formar estructuras especificas, caracteristicas de
cuya forma depende su funcién en dltimainstancia (véase € capitulo VI).

Las proteinas son, pues, la herramienta de los genes, € brazo g ecutivo de la maguinaria celular; todo lo que
existe en la biosfera resulta, en consecuencia, del trabajo concertado y regulado de |as proteinas, dirigidas e
interactuando con los genesy con €l entorno.

Estas maquinas moleculares son capaces de llevar a cabo las més diversas funciones. Mediante la generacion de
polimeros con diversas secuencias, la evolucion biol égica ha producido proteinas capaces de transportar otras

mol éculas (por g emplo, oxigeno en la hemoglobina de la sangre); de constituirse en material es resistentes,
flexibles o contréactiles (pelo, tendones, muscul 0s); de transmitir informacion y alterar procesos (hormonas como
lainsulina, toxinas como la causante del tétanos o venenos de serpientes, arafias y alacranes); de transformar otras
moléculas a catalizar reacciones quimicas (enzimas).



Las enzimas son proteinas que merecen mencion especial. Dentro de una célula viva existen miles de sustancias
diferentes, que potencialmente pueden sufrir transformaciones quimicas muy diversas. De hecho, solo algunas de
estas reacciones podrian ocurrir en condiciones suavesy atemperatura ambiente. La célula, sin embargo, sufre
una constante transformacién. Esto se debe a trabajo de las enzimas. Su capacidad catalitica consiste en que, al
interaccionar con sus "moléculas blanco”, es decir; aquellas alas que van amodificar (Ilamadas sustratos),
facilitan transformaciones quimicas especificas, sin aterarse ellas mismas en el proceso: una enzima cataliza o
induce una transformacién particular en miles de moléculas de sustrato sobre las que actla en forma sucesiva.
Asi, de laaccién concertada de las enzimas resulta un proceso continuo de transformacion quimica, que es el
responsable de la aparicién de forma, funcién y adaptacion a medio.

Es claro, entonces, que en cualquier fenémeno biol égico las interacciones llevadas a cabo por las proteinas
desempefian un papel preponderante. De hecho, con gran intuicién, en 1838, € quimico holandés Gerardus J.
Mulder fue quien dio nombre a estas sustancias utilizando laraiz griega protos, que significa: primordial 0 "dela
mayor importancia'. Resulta paraddjico que quizala mayoria de las veces, a escuchar la palabra proteina,
pensamos en un componente de nuestros alimentos, y olvidamos la complegjidad y la gran riqueza de funciones e
informacion gque encierran estas mol écul as biol ogicas.

Carbohidratos, lipidos, esteroides, vitaminas, alcaloides, antibidticos...

Ciertamente, cuando hablamos de molécul as biol 6gicas nos referimos a muchos compuestos que no son proteinas
ni &cidos nucleicos. Gruesos tomaos de bioguimica atestiguan la existencia de los muchos miles de moléculas y
reacciones quimicas que se llevan a cabo en cualquier ser vivo. Esta por demas decir que una descripcion de todas
estas moléculas y sus funciones esta mucho mas alla del propdésito de este libro y de mis capacidades. Creo, sin
embargo, que no es arbitrario dedicar mas espacio a explicar |as propiedades de genes y proteinas, y mencionar
solamente que hay innumerables compuestos esenciales que, organizados, transformadosy reclutados por las
proteinas, dan lugar a fendmeno de lavida.

SEPARACION E IDENTIFICACION DE LASBIOMOLECULAS

Esusua que mis amigos, muchos de |os cuales no son especialistas en ciencia, me pregunten con incredulidad:

"bueno, ¢y coOmo se ve alos genes?', " ¢como saben que en un tubo de ensayo hay proteinas?’, " ¢cOmo separan
estos materiales, unos de otros?'

Como ya se menciond anteriormente, es precisamente el avance metodol 6gico € que permite responder preguntas
y el que después capacita aformular otras nuevas. En la historiadel desarrollo cientifico se puede observar la
asombrosa capacidad del ingenio humano paraintuir fendmenos que no ha podido observar directamente, y emitir
avanzadas hip6tesis respecto al funcionamiento de la naturaleza. Al mismo tiempo, se puede observar que es sdlo
mediante el uso de métodos, a veces extremadamente complejos, y de una tesonera experimentacion, que estas
hipétesis se pueden finalmente validar o descartar.

De ladescripcién de algunos de estos métodos se puede inferir, quiza, una sensacion de lo que es una parte
importante del diario quehacer de un cientifico experimental. De esta misma descripcidn podemos también
deducir la nocion fundamental de laimportancia del surgimiento de las técnicas de ADN recombinante.

SEPARACION Y ANALISISDE LASPROTEINAS

Imaginemos alos cientificos alemanes Haus y Edward Buchner, quienes en 1897 investigaban |as propiedades del
proceso fermentativo, usando preparaciones derivadas de levaduras. A partir de un extracto de estos cultivos
podian observar transformaciones sorprendentes, sin que hubieraya células vivas. Se agregaba azlcar y, a cabo
del tiempo, se notaba la aparicion de alcohol. ¢Cémo podrian ellos identificar 10os componentes responsables de la
reaccion en la compleja muestra que tenian? En su época, 1os hermanos Buchner s6lo contaban con pocas
posibilidades, sin embargo, pudieron determinar que la reaccion quimica que convertia el azlicar en alcohol
dependia de dos "factores" presentes en el extracto. Uno de ellos seinactivaba al hervir lamuestra, y otro, a
dializarla (separar sus componentes por tamafio molecular de un lado u otro de una membrana). Conforme el
fendmeno era estudiado, nuevas hipétesis se formulaban, y huevos métodos se iban disefiando para contestar las
preguntas formuladas. Tuvieron que pasar muchas décadas antes de que fuera claro o que estaba ocurriendo, una
vez que se acumularon conocimientos y nuevas metodol ogias. Estos experimentos iniciales, sin embargo, iban
sefialando el camino y pavimentandolo para el avance futuro.



Actualmente, en cambio, existen muy diversosy complejos métodos para separar y caracterizar biomoléculas.

L os métodos modernos se basan en alguna propiedad molecular que, al interaccionar con el dispositivo
experimental da origen ala separacion. Y amencionamos que el tamafio molecular se puede utilizar pararealizar
esta accion. En la actualidad disponemos de técnicas como la cromatografia de exclusion, la centrifugacion y la
electroforesis (véase el recuadro 1.3) parala separacion por tamafios. Afortunadamente, |as proteinas son

mol éculas con tamafios muy variables y bien definidos. Una electroforesis del extracto de levadura mencionado
revelaria un patrén de multiples componentes, en el que se pueden ir identificando proteinas individuales.

RECUADROI .3. Lastécnicas de separacion de las biomoléculas

Hay diversas técnicas que se utilizan rutinariamente en e ADN recombinante.
Una de las més frecuentes es la electroforesis (figura RI.3A). Estatécnica se
aplicaparael andlisisde ADN y de proteinasy nos permite, en unade sus
versiones, separar estas moléculas de acuerdo con su tamafio.
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El principio de latécnicaes muy simple: si sometemos una molécula con
carga el ectrostética (af ortunadamente tanto el ADN como |as proteinas tienen
esta caracteristica) alaaccién de un campo eléctrico, las moléculas tenderan a
moverse: las de carga negativa hacia €l electrodo positivo y las de carga
positiva hacia el electrodo negativo. La velocidad ala que se mueven
dependera de la carga que tengan y del tamafio que sean. Ademas, se puede
mejorar la separacién poniendo obstécul os en su camino (un enrejado de
mol écul as filamentosas, por gjemplo). Aqui, las moléculas mas pequefias se
podran mover més agil y répidamente que las grandes. Al detener €l proceso
de electroforesis se obtiene un patrén o acomodo de bandas, cuyadistancia
del punto deinicio de la corrida corresponda a su tamafio molecular.

En laactualidad se utilizan varios polimeros que forman tales enrejados o
mallas, y ademés impiden la difusion o pérdida de resolucién de la
separacion. Estos polimeros forman geles, especie de gelatinas que permiten
mantener un registro estable de las moléculas que se mueven dentro de ellos.




De manera andloga, en la cromatografia de exclusién (figura RI.3B) se puede
colocar en una columna una suspension o pasta de particulas con agujeros
microscopicosy hacer fluir una solucién con las moléculas a separar por esta
columna. Las moléculas mas pequefias se iran introduciendo en los orificios,
lo cual retarda su movimiento. Las moléculas grandes, que no caben en todos
los agujeros, se retardardn menos. Si vamos colectando €l fluido al final dela
columna, irén apareciendo las moléculas separadas. primero las mas grandes
y al final las mas pequefias.

Otro principio de gran importancia en los procesos de separacion es explotar
ladiferente afinidad de unas moléculas por otras. El procedimiento consiste
en fijar un material que se une fuertemente a una proteina a un soporte solido
(por gemplo, algo que se parezca a su sustrato). Estas moléculas que se unen
aproteinas, especificamente, se denominan ligandos.

Al hacer pasar una solucion con una mezcla de proteinas por una columna
gue contenga este soporte, la proteina que es de nuestro interés se quedara
adherida, mientras que las otras pasan de largo. Si después agregamos una
solucion con abundante ligando libre, la proteina se despega de la columna,
pues ahora € sitio de unién lo ocupa el ligando que no esta sujeto, y ya pura,
se puede recuperar. Este proceso se denomina cromatografia de afinidad
(figuraRI.3c).
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Otraimportante propiedad que ayuda a la separacion de las proteinas es su actividad. Cada proteina tiene una
actividad particular que, en muchos casos, se puede medir. Si imaginamos que sometemos una muestrade saliva a
un proceso de separacion por tamafio molecular; y colectamos 100 fracciones en € proceso, ¢cOmo sabemos en
qué fraccion estala acfividad, por ejemplo, que degrada los azlcares? Si contamos con un método facilmente
visualizable, por jemplo, unareaccion quimica gque origine un compuesto colorido, podemos ensayar esta
reaccion en cada uno de los tubos, y asi conoceriamos el tamafio del componente activo delasaliva, y 1o
tendriamos parcialmente purificado.

De maneras similares alas descritas, se fueron identificando muchos de los componentes que constituyen alos
seres vivos, y se les fueron asignando actividades. En |os afios setenta ya se disponia de la secuencia de
aminoacidos de proteinas y de una descripcién muy fina de su estructura, incluso en el nivel de resolucion
atomica (véase el capitulo VI).

Separacion y analisis de los &cidos nucleicos

Como ya se menciond, los acidos nucleicos tienen apariencia de largas hebras de unidades basicas. Aunque, en
principio, las técnicas de separacion usadas para las proteinas también son aplicables para los &cidos nucleicos,
agqui nos encontramos ante un problema: |os genes no son entidades moleculares aisladas, con propiedades fisicas
o quimicas que los diferencien. Asi, hastalamitad de |os afios setenta, la estructura de los genes se habia inferido
sblo de manera general. Por medio de técnicas genéticas y de sintesisin vitro de polimeros de nuclectidos, se
habia podido definir el fundamento del almacenamiento, transmision y expresion de lainformacion genética;
ipero no se habia podido aislar o purificar; ni se conocia la secuencia de ninglin gene en particular. Las técnicas
de separacién tenian una utilidad muy marginal, en tanto no se dispusiera de un ADN de tamafio manejable y



naturaleza uniforme. El avance de este campo de |a ciencia dependia criticamente de poder darle lavuelta aeste
problema. La sensacion era, sin embargo, de desesperacion a no ver una posible salida. Parecia no haber modo de
tener acceso a genoma. La comunidad cientifica se encontraba sujeta a suplicio de Tantalo: sabialo que buscaba

y sabia que era extremadamente importante, pero no podia al canzarlo.
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[Nota 1] AL

1. Al final del libro seincluye un glosario de términos y siglas que puede ser (til a lector.
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II. LAS LLAVES DE LA BIBLIOTECA DE LA VIDA: LA NUEVA

HERRAMIENTA DE LA INGENIERIA GENETICA

La nueva herramienta: posibilidad de aislar, caracterizar y manipular 10s genes

LA | NFORMACI ONyamostrada en los recuadros |.1y 1.2 sobre la estructuray funcion bésica de los genes se
conocia desde finales de los afios sesenta. Més aln, lalabor de los bioquimicos habia producido un gran cimulo
de conocimientos respecto de los conjuntos de reacciones quimicas que ocurren dentro de los seres vivos. Las vias
metabdlicas fundamentales para la generacion de energiay la biosintesis de la mayoria de los compuestos
esenciales paralavida ya estaban establecidos.

Este conocimiento se basaba en |a aplicacion inteligente de métodos de ensayo y purificacion de enzimas clave, y
de laidentificacion y andlisis de sus sustratos y productos. Al mismo tiempo, otras disciplinas como la
inmunologiay la genética, realizaban avancesy eran actividades de gran complgjidad y finura.

La biologia molecular, sin embargo, se encontraba en un punto en €l que su desarrollo se habia hecho muy lento.
Unavez sentadas las bases fundamentales de lareplicacién y expresién de lainformacion genética, el siguiente
paso era desentrafiar; en forma detallada, 10os mecanismos de regulacién de la expresion genética.

Todas las vias metabdlicas, la expresion de anticuerpos, la actividad de los virus, en fin, todas las manifestaciones
del fendmeno viviente, estan, en Ultimainstancia, orquestados por la expresion ordenaday regulada de los genes,
por medio de la produccion de proteinas especificas.

El extraordinario proceso por €l cual una sola célula, el huevo fecundado, da origen a un organismo complejo, es
decir; las etapas de diferenciacion celular; constituia un reto extremadamente atractivo, pero alavez formidable.
No se esperaba poder descifrarlo aun paso siquiera aceptable sin la capacidad de hacer una diseccién del genoma,
deirlo analizando pieza por pieza.

Un descubrimiento clave inicio e cambio dramético que conocemos hoy como ingenieria genéticao ADN
recombinante: en 1970 Hamilton Smith y Daniel Nathans descubren una enzima capaz de reconocer y cortar €l
ADN en secuencias especificas, que lesvalié el Premio Nobel de fisiologia o medicina, compartido con Werner
Arber, en 1978.

Este descubrimiento (consecuencia de un hallazgo accidental, en el que los investigadores profundizaron con gran
sentido) dio origen a una sucesién de nuevos descubrimientosy potencié el desarrollo de toda una serie de otras
disciplinas y metodologias. En este capitulo revisaremos |os fundamentos de algunas de |as méas importantes.

ENZIMAS DE RESTRICCION

Muchos microorganismos producen enzimas que modifican y digieren o rompen el ADN. Estos sistemas, |lamados
de modificacién-restriccion, son andlogos a un sistema inmune, 1os cual es probablemente evol ucionaron como un
mecanismo de proteccion de los microorgani smos contrainfecciones virales. En efecto, las bacterias, por gjemplo,
son infectadas por virus, [lamados bacteridfagos, que inyectan su propio ADN en |a célula bacteriana para después
controlar su maquinaria celular y redirigirla haciala sintesis de sus propios componentes, dando como resultado
fina larupturadelacélulay laliberacién de cientos o miles de nuevos virus. En algunas bacterias el ADN propio
esta modificado en ciertas secuencias. Una enzima de modificacion se desliza sobre la hebrade ADN, y cadavez
gue se topa con su secuencia blanco, por gemplo GAATTC, introduce un pequefio grupo quimico en la adenina
(A) central. Otra enzima, laenzima de restriccion, también se deslizaen lahebrade ADN, y s encuentrala
secuencia GAATTC, cortael ADN en esa posicién. Laenzima, sin embargo, no corta el ADN modificado, por lo
gue efectivamente es capaz de degradar el ADN extrafio que puede entrar ala célula, sin aterar el ADN propio.

Hoy en dia conocemos miles de diferentes enzimas de restriccion, provenientes de otros tantos distintos
microorganismos. Mas de cien distintas secuencias pequefias de ADN pueden ser rotas, especificamente, por
medio del uso de la adecuada enzima de restriccion.



Otrainteresante propiedad de las enzimas de restriccion es que, en general, reconocen secuencias palindromicas,
es decir; secuencias que son iguales si se leen en unadireccién, o en la direccién contraria. Por ejemplo:

— 5GAATTC3 —
— 3CTTAAGS —

es una secuencia palindrémica. Cuando actla la enzima gque reconoce y corta esta secuencia, |lamada EcoRl,
genera segmentos de ADN con extremos que se proyectan fuera de la doble cadena:

—5G AATTC3 —
— 3CTTAA G5 —

Estos extremos se denominan cohesivos 0 pegajosos, porgue tienden a aparearse o hibridar se nuevamente. En
realidad, cualquier extremo de ADN generado por un corte con EcoRI puede hibridar se 0 aparearse con otro
extremo generado por la mismaenzima.

L os descubridores de las primeras enzimas de restriccion pronto se dieron cuenta de que su accién sobre el ADN
(cominmente [lamada "digestion") producia un conjunto definido de diferentes segmentos. Esto es
particularmente facil de detectar si 1a digestion se efectlia sobre una molécula pequefia; y tales moléculas existen
en la naturaleza. Por ejemplo, ciertos virus estén constituidos por genomas muy pequefios. El virus SV40 (que
ocasiona cancer en los simios) contiene unamoléculade ADN circular de unos 5 mil pares de bases. Muchas
bacterias portan pequefias moléculas de ADN, |lamadas plasmidos, que llevan informacion accesoriaa su
cromosoma. Estas moléculas pueden tener también solo unos miles de nucledtidos. Si se somete € producto de
digestion de una de estas moléculas a una separacion por electroforesis, después de utilizar la enzima de
restriccion, se observa un patron de bandas, que corresponde alos fragmentos de ADN de tamafios
correspondientes ala distanciaentre un sitio y otro. El principio del proceso es analogo ala separacion de
proteinas (véase € recuadro 11.1).

Slbitamente, el ADN dejé de ser una sustancia monétonay fréagil, donde purificar un segmento especifico
resultaba unatarea ardua o imposible. Al poder generar segmentos especificos, con las enzimas de restriccion, la
molécula de la vida qued6 a merced del bidlogo molecular. Es como si alguien jalarala cinta de un casete de
audio, la amontonara desordenadamente y luego nos pidiera que separdramos el segmento que contiene una
cancion. Seria Util disponer de unastijeras que cortaran la cinta cada vez que aparecieralasucesiéon de notas g, la,
sol, do, re, mi, y después un ayudante acomodara | os segmentos resultantes, de acuerdo con su tamafio. O
imaginemos lo dificil que seriaidentificar un articulo de laenciclopedia, si esté escrito sobre un liston de varios
kilbmetros de largo. Como se facilitarialatarea si nuestras tijeras encontraran autométi camente, por ejemplo, la
palabra"obtener", y ahi cortaran €l liston. Luego nuestro ayudante nos presentaria 20 o 30 cgjas, cada una
conteniendo pedazos de liston clasificados de acuerdo con su tamario.

RECUADRO 1. 1. La separacién de los acidos nucleicos

Cuando se utilizala electroforesis, es posible visualizar laaccién de las
enzimas de restriccion. Si se colocan muestras que contienen ADN de diversos
tamafos en los pozos de un gel en formade placa, y se aplica corriente
eléctrica, ladiferenciade velocidad de migracion de estas moléculas las
distribuira, por separado, al cabo de un tiempo, dentro del gel. Si después se
agrega una sustancia que se hace luminosa a interaccionar con el ADNy
bafiarse con luz ultravioleta, directamente se puede observar €l patron de
distribucién de las bandas constituidas por 1as moléculas de diversos tamafios,
por medio del cual esfactible deducir sus respectivas dimensiones.




Al usar diferentes enzimas de restriccion, se generan diferentes segmentos.
Por gjemplo, si la secuenciareconocida por laenzima Sall aparece en la
moléculadel ggemplo unavez, cortaria el segmento en dos partes. Si la
secuencia reconocida por EcoRI, aparece dos veces, generaria tres pedazos.
Al usar las dos enzimas simultaneamente, se producirian cuatro segmentos.
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CONCEPTO DE CLONACION MOLECULAR

Como ya mencionamos, |os fragmentos generados por |as enzimas de restriccién tienen ademas la propiedad de
reasociarse unos con otros, por medio de sus extremos cohesivos. Cuando los investigadores de la genética
bacteriana conocieron estas enzimas de reciente caracterizacion, a principios de los afios setenta, se dieron cuenta
de algo sumamente importante: Si se reasocia un segmento de restriccién proveniente de un organismo con otro
segmento, generado por |a misma enzima pero proveniente de otro organismo, se obtendria una molécula hibrida
0 quimérica, una molécula de ADN recombinante. De hecho, dado que el ADN de todos |os organismos vivientes
tiene una natural eza quimicaidéntica, no deberian existir limitaciones para recombinar el ADN de cualquier
origen. Algunos investigadores intuyeron el monumental potencial de este concepto. L os laboratorios de Paul
Berg, Stanley Cohen (en laUniversidad de Stanford) y de Herbert Boyer (en la Universidad de California, San
Francisco) se dieron asi alatarea de hacer que este concepto se convirtiera en realidad.



Parareasociar dos moléculas de ADN es necesario reconstituir el enlace fosfodiéster (un enlace cova ente, fuerte),
y agui entra en accion otra enzima que habia ya sido descrita para entonces: la ADN ligasa. De esta forma podian
tomarse las dos moléculas, reasociarlas (hibridizarlas) y luego ligarlas, se obtiene una molécula continua,
recombinante, la cual, sin embargo, es algo inerte en tanto no seaintroducida a una célula que latranscriba y
traduzca (véase €l recuadro 1.2). Ademés, algo muy importante: esta molécula debe ser capaz de perpetuarse
(replicarse dentro de lacélula). De otramanera se diluiriay perderiairremisiblemente después de que la célulase
dividiera. Finalmente, era necesario identificar las células en las que el ADN recombinante se hubieraintroducido
y establecido.

Asi tenemos | os elementos esenciales de latécnicade ADN recombinante (véase el recuadro 11.2):
. Obtencidon de fragmentos especificos de ADN (enzimas de restriccion).

. Ligacion (o reasociacion covalente) de las moléculas para obtener hebras continuas de
ADN (enzima ligasa).

. Mecanismo para introducir al interior de células vivas el ADNrecombinante
(transformacion).

. Mecanismo para asegurar lareplicacion e identificacion de la molécula recombinante
dentro de la célula (vehiculo molecular).

El primer experimento en €l que se puso en practica este concepto, realmente simple, que se conoce como
clonacion molecular selogré al utilizar plasmidos bacterianos como vehiculosy ADN, también bacteriano, como

pasajero.

RECUADROI . 2. Los procedimientos basicos del ADN recombinante

El producto de la digestién del ADN con endonucleasas de restriccion esta constituido por muchos
fragmentos especificos, cuyos extremos son compatibles o cohesivos unos con otros. Estos fragmentos se
ligan después a un segmento especial de ADN, el vehiculo de donacion (usualmente un plasmido), que fue
cortado con la misma enzima. Las mol éculas recombinantes resultantes contienen un ADN vehiculo o
vector y un ADN pasajero, constituyendo una nueva molécula circular continua

Estas moléculas se introducen a células bacterianas y se seleccionan por medio de "genes marcadores’
presentes en el vehiculo de donacion. Dentro de su secuencia de ADN los vehicul os de donacidn contienen
sefiales que inducen lareplicacion del ADN, y otras que producen, tipicamente, resistenciaaalgun
antibidtico. Asi, las células que reciben una molécula recombinante la perpetlian en su interior, y se
pueden detectar porque ésta confiere ala célulala capacidad de sobrevivir en presenciadel antibidtico.







Uno de los primeros vehiculos moleculares de donacion, €l pldsmido denominado pBR322, fue construido por el
doctor Francisco Bolivar, investigador mexicano que se encontraba trabajando en su postdoctorado, a mitad de los
afnos setenta, en la Universidad de California, San Francisco. Este plasmido se ha usado innumerables vecesy
servido de base parala construccion de la mayoria de los vehicul os mas modernos de donacién. Por la
participacion del doctor Bolivar en estas investigaciones, aunado a sus otras aportaciones ala cienciamexicana e
internacional, fue galardonado con el premio internacional Principe de Asturias en €l area cientifica, en 1992, que
otorga el gobierno espafiol.

Consideremos ahora las consecuencias de un experimento de donacion molecular. Los segmentos de ADN que se
encontraban dispersos en largas y monétonas hebras de ADN, resultan ahora disociados en segmentos especificos,
y cada uno puede ser perpetuado independientemente. Disponemos ahora de una biblioteca genémica o genoteca,
gue podemas mantener indefinidamente con s6lo mantener vivas las células bacterianas que albergan los
plasmidos recombinantes. |gualmente, una vez sel eccionada una clona de la genoteca, pudimos cultivar las
célulasy obtener cantidades ilimitadas de ADN para su posterior manipulacion y caracterizacion. Laelusiva
purificacién de genes especificos se vuelve unarealidad.

Como ya se menciond, |as repercusiones de estos primeros experimentos fueron visualizadas rapidamente, pues
incluian también posibles riesgos y problemas, o cua dio origen a un importante debate, iniciado por la propia
comunidad cientifica (véase el recuadro 11.3).

RECUADROI.3. El debateinicial sobre el ADN recombinante

Unade las formas més interesantes de comunicacién dentro de la comunidad
cientificainternaciona esla que ocurre informalmente, por medio de
llamadas telefonicas, visitas, seminarios, etc. Por este conducto existen redes
de cientificos que estén bastante bien enterados de lo que se esta
desarrollando en otros laboratorios de las areas competidoras o afinesala
propia. Asi se supo que se llevarian a cabo experimentos que pretendian crear
unamoléculade ADN quimérica, lo cual uniamaterial genético de un virus,
causante de cancer, con el de una bacteria natural del colon humano
(Escherichia cali), antes incluso de que se redlizaran. Estos experimentos
fueron diferidos, pues la preocupacion de algunos miembros de la comunidad
puso en marcha una serie de conversaciones y correspondencia que llamabala
atencidn sobre los posibles riesgos de seguir adelante con este tipo de
préctica. Fue asi como un grupo de cientificos decidi6 organizar un comité
que evaluaralas posibles consecuencias y riesgos que significaban este tipo
de experimentos, durante una reunién cientifica celebrada en junio de 1973.
Para abril de 1974, el comité presidido por Paul Berg (veése en este capitulo
"Concepto de clonacion molecular”, ) llegd ala conclusion de que era
necesario establecer una moratoria que suspendierala actividad de
recombinacion in vitro de ADN hasta que se publicaran reglas precisas. En
febrero de 1975 se realiz6 la cé ebre conferencia de Asilomar, en Caifornia,
de la que emanaron restricciones importantes acerca de las precauciones que
deberian tomarse para efectuar diversos tipos de experimentos relacionados
con & ADN recombinante.

L os hechos antes relatados son notables por dos aspectos. En primer lugar, |os
cientificos de ese campo decidieron suspender temporalmente y reglamentar
lagjecucion de experimentos que revestian enorme interés para ellosy para el
avance del conocimiento. En segundo lugar, las cartas emitidasy las
recomendaciones muestran una gran capacidad prospectiva. Se ponderaron
los riesgos, consignando claramente que éstos eran de caracter especulativo,




por lo que se disefiaron mecanismos de confinamiento, tanto biol 6gico como
fisico, parareducir los riesgos a minimo.

El debate acercadel ADN recombinante continlia desde entonces. Hay grupos
gue han mantenido una oposicién constante; |as acciones de |os gobiernos
incluyen la creacion de reglas detalladas y estrictas. El tiempo, sin embargo,
ha probado ya que € balance entre los riesgos 'y |os beneficios de la
experimentaci on en ingenieria genética es abrumadoramente positivo. De
hecho, ninguno de los desastres previstos ha tenido siquiera visos de
convertirse en realidad. Aparentemente, la probabilidad de crear por accidente
un organismo Vvivo peligroso es muy baja: 1os organismos ocupan nichos alos
gue se han adaptado durante millones de afios y compiten muy
favorablemente con variantes creadas en €l laboratorio.

Si el temor de crear organismos monstruosos causantes de epidemias
incontrolables o de diseminar enfermedades parece haber sido infundado. Lo
gue si ha surgido es toda una serie de problemas éticos, resultado del poderio
gue confiere a género humano esta metodologia. Como suele pasar, ho es €l
accidente, sino la deliberada accion de los individuos lo que conduce alas
mayores preocupacionesy trastornos en la sociedad. (En el Epilogo de este
libro se hace una reflexion mas detallada acerca de este tema).

Durante la década siguiente, en un proceso continuo y creciente de desarrollo metodol 4gico, se constituy6 un
verdadero arsenal de diferentes herramientas biol 6gicas que aumentaron notablemente la capacidad de aidlar;
caracterizar y manipular los genes. (Ladescripcion de algunas de las técnicas béasicas més importantes se destaca
en lo queresta del capitulo. En el capitulo siguiente se ven ejemplos de su aplicacion y se describen otras técnicas
importantes)

EL ADN SINTETICO

Desde |a época de | os experimentos pioneros en que se definié el cddigo genético fue necesario elaborar

mol écul as de acidos nucleicos no naturales. Se inicid entonces el desarrollo de las técnicas para sintetizar o
fabricar quimicamente el ADN. El desenvolvimiento de la quimica organica, que precedio a de labiologia
molecular; habia establecido desde tiempo atras |a natural eza quimica de los &cidos nucleicos. Se requiri, sin
embargo, un periodo relativamente largo para perfeccionar adecuadamente |as técnicas para sintetizar el ADN de
manera préactica. Desde fines de | os afios sesenta, Har Cobind Khorana logré latarea titanica de elaborar
guimicamente un pequefio gene a partir de sus precursores basicos (los nucledtidos A, G, Cy T). Este trabajo hizo
al doctor Khorana merecedor del Premio Nobel de fisiologia o medicina en 1968. Los siguientes quince afios
fueron necesarios para que una técnica laboriosa, que requeriala participacion de quimicos especiaizados, se
convirtiera en unatarea ssmple y automatizada, a alcance de cientos de laboratorios del mundo. Actual mente,
mediante sintesis quimica se obtienen miles de fragmentos de ADN cadadia. El factor clave parala
simplificacién del procedimiento consistio en lograr la sintesis en fase solida, que es susceptible de ser adaptada a
una maguina automética (véase € recuadro I1.4). Las limitaciones de esta técnica solo permiten sintetizar
directamente fragmentos de ADN de un tamafio menor a unas 100 bases, por |o que normamente se les conoce
como oligonucledtidos (o simplemente oligos). De cualquier manera, utilizando las propiedades de hibridacion
del ADNYy delaenzima ADN ligasa, se pueden construir grandes trechos de ADN de doble cadena.

Al disponer de oligos, cuya secuencia esta definida por €l investigador, se abren posibilidades para crear genes
con completa libertad, y también para modificar, en principio sin limitacion alguna, alos genes naturales (véase €
recuadro |1.4). (En secciones sucesivas se veran algunas mas de las multiples aplicaciones de los oligos
sintéticos.)



RECUADROI 1 .4. El ADN sintético y sus aplicaciones

Para un quimico, latarea de sintetizar moléculas de ADN representa varios retos.
El objetivo es ensamblar secuencias definidas, a partir de los cuatro nucledtidos
A, G, Cy T. Muchos afios de trabajo, de varios laboratorios, han culminado en
|os sintetizadores rob6ticos que se usan hoy en dia, y con los que se producen
miles de oligos paralas mas diversas aplicaciones.

Unavez resuelto el problema de enmascarar selectivamente |0s grupos quimicos
presentes en |os nuclebtidos, se pueden hacer reaccionar ordenadamente, parair
produciendo la secuencia. En la actualidad se utiliza €l método en fase sdlida, en
el quelacadenade ADN va creciendo adherida a peguefias particulas de vidrio.
En la sintesis automatizada, una méaguina, constituida por vavulasy botellas
controladas por una computadora, vainyectando diversas soluciones al reactor
gue contiene €l vidrio. Ciclicamente se activa el oligo, se le hace reaccionar con
labase siguientey selava

Con esta técnica se puede llegar; préacticamente, a oligos de hasta 50 o0 100
nucledtidos de longitud.

Entre las aplicaciones mas frecuentes y (tiles de oligos sinteticos se encuentrala
construccion de genes, que se logra hibridizando oligos complementarios los
cuales reconstruyen e ADN duplex con la secuencia disefiada. Otro enfoque de
gran utilidad se denomina mutagénesis dirigida. En este caso, €l oligo se usa para
aterar especificamente una pequefia region dentro de un gene natural clonado.
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ENZIMASUTILES PARA MANIPULAR EL ADN

Hasta el momento hemos mencionado ala ADN ligasa, unaimportante enzima que permite ligar o unir moléculas
de ADN. Lainvestigacion sobre lafisiologia de |os &cidos nucleicos ha proporcionado, ademas, una serie de
enzimas que se utilizan ampliamente para manipular |os &cidos nucleicos en € tubo de ensayo, y que forman parte
importante de las herramientas del ADN recombinante. Cada una de estas enzimas, a igual que las endonucleasas
de restriccion, cumple un papel dentro de lacélulaviva, paraaterar el material genético (por g emplo, para
repararlo, replicarlo, degradarlo, recombinarlo, etc.). en el laboratorio se pueden usar estas enzimas, después de
purificarlas de sus fuentes naturales, para efectuar transformaciones (tiles alos propésitos del experimentador.

Por g emplo, la enzima transcriptasa reversa, que naturalmente producen ciertos virus parainvadir el genomade
sus células blanco (véase el recuadro IV.3), se utiliza ampliamente para clonar genes a partir de sus ARN

mensaj er os (véase e capitulo siguiente).

Dado que el propio desarrollo del ADN recombinante , ha potenciado, a su vez el desarrollo de herramientas
moleculares, hoy en dia contamos con un enorme nimero de enzimas'y reactivos que permiten gran versatilidad
en lamanipulacion del ADN.

SECUENCIACION DEL ADN

Una consecuenciainmediata de la clonacion molecular es que permite disponer de cantidades ilimitadas de
cantidades especificos de ADN pasajero se encuentra formando parte de un plasmido, es factible separarlo
facilmente del resto del ADN celular, que se encuentra en el cromosoma bacteriano, una molécula mucho mas
grande. A partir de un cultivo de E. coli, se puede separar suficiente ADN plasmidico para caracterizarlo. Unavez
gue se dispuso de genes individuales purificados, €l escenario estaba listo parala siguiente etapa.

Walter Gilbert, en laUniversidad de Harvard, y Frederic Sanger, en Cambridge, Inglaterra, se dieron alatareade
desarrollar técnicas para determinar |a més importante caracteristica del ADN, su secuencia de bases. Pocos afios
después lograron su objetivo, y compartieron el Premio Nobel de quimicaen 1980. Las técnicas de secuenciacion
actuales (véase e recuadro 11.5) son usadas abundantemente e, inclusive, han sido automatizadas. A lafecha,



genes de las mas diversas fuentes han sido secuenciados, acumulando una base de datos que representa cientos de
millones de nucledtidos. Esta cantidad crece a paso inexorable y se espera que lo haga cada vez méas
acel eradamente (véase la seccidn sobre la secuenciacion del genoma humano, en el capitulo 1V).

RECUADROI 1. 5. Procedimiento para obtener la secuencia del ADN

A partir de un gene donado se pueden seguir hoy en dia diversos procedimientos para deducir su
secuencia nucleotidica. Hasta ahora se han empleado casi exclusivamente, los métodos de Maxam-
Gilbert y el de Sanger; los cuales tienen en comun generar una coleccién de fragmentos con un
extremo comun, y €l otro termina en una de las cuatro bases. En €l método de Maxam-Gilbert se
utilizan reacciones quimicas especificas paralograr este objetivo. En el método de Sanger se
emplean reacciones enziméticas.

En lafiguraseilustrael método enzimético. A partir de un oligo marcado se inicia una reaccién
dereplicacién in vitro. Estareaccion procede hasta encontrar un nucleétido terminador, que no
permite que la cadena replicada siga creciendo. Se efectlian cuatro reacciones, una para cada base
de ADN que contiene el nucledtido terminador correspondiente, y se termina con cuatro

col ecciones de fragmentos marcados, cada una constituida por fragmentos que terminan en A, G,
C o T, respectivamente.

El andlisis del tamafio de estos fragmentos, mediante el ectroforesis en gel, revela de inmediato un
patrén de bandas, que corresponde directamente a la secuencia que se encuentra enfrente del
oligo iniciador.

En € capitulo IV, "Nuevas técnicas de secuenciacion p. 101, se relatan nuevos métodos que
prometen revolucionar |a técnica de secuenciacion del ADN.
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LA REACCION EN CADENA DE POLIMERASA

Otro de los avances metodol 6gicos més importantes es la reaccion en cadena de polimerasa (PCR, siglas en
ingles polymerase chain reaction). Este procedimiento constituye un ejemplo sumamente interesante de la
importancia de la metodologia en €l desarrollo cientifico. También ilustar la manera como ocurren muchos de los
descubrimientos: a partir de intuiciones que integran conocimientos gue han estado disponibles durante cierto
tiempo.

En efecto hacia 1985 —con el ADN recombinante ya plenamente establecido como una técnica aplicada
rutinariamente por cientos de laboratorios en e mundo—, Kary Mullis, quien ala sazén trabgjaba parala
compariia Cetus, en San Francisco, California, tuvo una subita inspiracion mientras manejaba su auto y se dirigia
hacia una cabafia en |a que se disponia descansar €l fin de semana. Como muchos otros investigadores, Mullis se
encontraba desarrollando aplicaciones para los oligos sintéticos. Concibié entonces laidea de que combinando €l
uso de los oligos con varios ciclos de replicacion in vitro se podia amplificar, es decir; obtener en gran cantidad,
un segmento de ADN especifico (por jemplo, un gene en particular).

Pero veamos con mas calma en qué consiste laidea (figura|l.1). La enzima ADN polimerasa participaen la
replicacion del ADN (recuadro 1.1). Para convertir una molécula de ADN de doble cadena en dos moléculas
idénticas, la enzima requiere que las cadenas de la moléculainicial se separen, para asi tener un molde disponible.




Ademas, laenzima requiere un segmento de ADN con un extremo libre, que sirve para cebar o iniciar lareaccion
de replicaciony los nucledtidos precursores. Si se colocan estos sustratos en un tubo de ensayo, la ADN
polimerasa puede incorporar uno por uno los nucledtidos correspondientes, es decir, frente auna A en e molde,
adicionard T en la cadena creciente; frente a G, C, etc. En realidad, éste concepto era perfectamente conocido y
aplicado desde mucho antes de que se concibieralatécnicade laPCR. Lo original de laidea de la concepcién de
Mullis fue pensar qué sucederia s se aplica este procedimiento en ciclos sucesivos, en unareaccion en cadena.
Los oligos sintéticos, en virtud de su propiedad de hibridacién de los acidos nucleicos, definen los puntos de
partida para el copiado de las cadenas de ADN. Si se colocan dos oligos cuya secuencia define |os extremos de un
segmento determinado de ADN, se hacen hibridar con las hebras del molde, previamente separadas, y se someten a
una reaccion con ADN polimerasa, de lo que resultardn dos moléculas cuyos extremos estan definidos por los
oligos y que corren en sentido opuesto. Las cadenas resultantes son complementarias entre si: existen ahora el
doble de moléculas con la secuencia que demarcan los oligos. ¢Qué pasasi ese proceso se repite, ciclicamente?
iEl resultado es o que se denomina un crecimiento exponencial! En el siguiente ciclo de separacion de cadenas,
hibridacion con los oligos y reaccion con ADN polimerasa, se obtendran cuatro moléculas de laregion entre los
oligos. Los ciclos subsiguientes generaran 8, 16, 32, 64 moléculas, y asi sucesivamente. Para comprender mejor
las implicaciones de un proceso exponencial, recordemos la fabula del inventor del gjedrez. Se cuenta que un rey
guedd tan asombrado de lo interesante que resultaba el juego, que ofrecid recompensar a stbdito que selo
ensefid. Este le pidi6 "solamente" un grano de trigo por € primer cuadro del tablero, dos por € segundo, cuatro
por €l tercero, y asi sucesivamente. El rey, sin hacer calculos, accedio de buen grado. Por desgracia para €l rey,
todas las cosechas de trigo del mundo fueron insuficientes para completar la solicitud del inteligente vasallo. S6lo
por €l cuadro 30 se requerian 1 073 741 824 granos de trigo.
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Asi, con latécnicade la PCR se pueden amplificar segmentos especificos de ADN para crear muchos millones de
moléculas a partir de unas cuantas, o incluso de una sola. Para esto se requirio adaptar €l concepto basico
haciendo uso de ADN polimerasas proveni entes de microorgani smos terméfilos (que crecen atemperaturas de mas
de 70 grados en manantiales termales). De otra manera, la enzima se inactivaba cada ciclo, pues se requiere
aplicar calor para separar las moléculas del ADN molde. Hoy dia un ciclo puede tomar cinco minutos 0 menos, por
lo que el proceso de amplificacion se [leva acabo en menos de dos horas (normalmente 20 o 30 ciclos son
suficientes).

Nuevamente nos encontramos ante un concepto bellamente simple. Lo sorprendente es que |os elementos técnicos
y conceptual es necesarios para esta invencion estuvieron disponibles por varios afios antes de que Kary Mullislos
desarrollara.

Laaplicacion dela PCR, en si misma, constituye un avance revolucionario en lainvestigacién biol 6gica moderna.
Uno de los més espectacul ares gjemplos que ilustran la potencia de esta técnica es el rescate y secuenciacion de
ADN prehistdrico (realidad que sustenta la historia de cienciaficcion Parque Jurasico de Michael Crichton). (En
capitul os siguientes consideraremos otras aplicaciones en las que la PCR desempefia un papel indispensable.)

OTRAS TECNICASIMPORTANTES EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL MODERNA

En los capitul os que siguen hablaremos de las muchas maneras en que los investigadores aplican métodos
especificos paralograr sus objetivos de aislar, caracterizar y manipular genesy sus productos. Cada problema
requiere echar mano de las técnicas mas modernas y avanzadas. Efectivamente, en la practica, lalabor de un
cientifico esta fuertemente condicionada por |as técnicas experimentales de que dispone y puede mangjar.

Asi, entre el gran numero de técnicas que no mencionamos en este capitulo, algunas haran su aparicion cuando se
describan aplicaciones especificas. Observaremos como se utiliza reiteradamente |a propiedad de reconocimiento
molecular, de asociarse especificamente tras mol éculas. jRealmente e cientifico moderno tiene las herramientas
para encontrar una agujaen un pajar! Trataremos de resaltar también cémo los avances de tecnologias que




provienen de disciplinas diferentes son incorporadas avidamente por |os bidlogos. Su uso |les permite prosperar en
las respuestas alas preguntas que se estan formulando.
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HASTA el momento hemos descrito una serie de manipulaciones que ocurren de maneramuy simple. En las
épocas pioneras del ADN recombinante, la donacién de cada nuevo gene resultaba ser un hecho importante. En
este capitulo, conforme se presentan ejemplos de aislamiento y caracterizacion de genes especificos, iremos
viendo cémo entran en juego | os diferentes problemas que se requiere resolver. Més interesante aln, es que
podremos explorar las formasingeniosas y la gran cantidad de trabajo que se ha requerido para sortear estos
problemas. Actualmente, €l aislamiento de ciertos genes es unatarea sencilla, casi rutinaria. Especificamente, la
relativa simplicidad de los genomas de bacterias presenta pocas dificultades al arsenal de técnicas
contemporaneas. El caso de un gene humano, sin embargo, es una historia muy distinta. Un gene humano se
encuentra disperso en alguno de los 23 cromosomas, constituyendo quiza menos de la diezmilésima parte del
mismo. Aun cuando hoy dia conocemos |a secuencia de miles de genes humanos, fruto del esfuerzo de muchos
laboratorios de todo € mundo, & aislamiento de ciertos genes clave sigue ocupando los titulares de revistas
cientificas. Para comprender la admiracién que inspirala culminacién de una de estas empresas, revisaremos una
serie de procedimientos que se han disefiado para el aislamiento de genes.

DIVERSOS NIVELES DE COMPLEJDAD

Como se menciond, los organismos unicelulares, |os microorganismas, contienen cantidades mucho menores de
material genético que |os organismos superiores. Esto no impide gue constituyan un grupo extremadamente
diverso entre los seres vivos. Existe, pues, una enorme riqueza en los genes de estos organismos gue se han
adaptado avivir en los més variados y extremosos ambientes. El interés de los cientificos por el mundo
microbiano mantendr& un paso acelerado en la blsqueda del conocimiento sobre las caracteristicas de sus genesy
su regulacién. Adicionamente, dada su simplicidad relativa, estos organismos constituyen excel entes model os
paraestudiar laforma como los genes orquestan la actividad de las células: |as bacterias usualmente tienen
genomas con menos de cinco 0 10 millones de pares de bases; muy simples si las comparamos con €l genomade
un vertebrado, de mas de mil millones de pares de bases.

Pasemos ahora atratar un aspecto quiza poco conocido respecto ala ciencia biol égica experimental. Se dice que
ladiferencia entre un ingeniero y un cientifico es que el primero resuelve los problemas que necesitan ser
resueltos, mientras que & segundo, aquellos que pueden ser resueltos. En su busqueda de conocimiento, €l
cientifico requiere seleccionar preguntas que sean abordables. El conocimiento se va construyendo paso por paso,
de manera creciente, por lo que hay preguntas que no pueden ser resueltas en tanto no se tengan fundamentos
previos. Desde luego, siempre estamos tironeados por dos fuerzas: las del interés por resolver preguntas que nos
son cercanas (porgue atafien ala naturaleza humana o a las enfermedades que nos aquejan, por giemplo), y lasde
la curiosidad por resolver problemas fundamental es que sabemos que se deben rendir pronto con las herramientas
y conocimientos de los que ya disponemos. Esto hace que |os proyectos cientificos se dividan en basicos y
aplicados. En redlidad, cada dia estan mas cercanos |os grupos que cultivan ambas modalidades: incluso muchos
cientificos abordan tanto problemas bésicos como aplicados. Los proyectos de investigaci én béasica formulan
preguntas fundamentales, y deben disefiar 10s sistemas experimental es que permitan resolverlas. En €l curso dela
historia de la ciencia biolégica, se han desarrollado "modelos" que son particularmente atractivos para responder
ciertas preguntas. Asi, por giemplo, Mendd estudiaba las leyes fundamentales de |a genética con la planta de
chicharo: &l podiadistinguir caracteristicas determinadas por los genes con gran facilidad, los chicharos eran lisos
0 rugosos, amarillos o verdes. En tiempos mas recientes se han ido escogiendo otros modelos, cada uno con
atractivos particulares.

En & nivel més simple se estudian las bacterias y sus virus. La bacteria favorita, cuyo estudio estableci6 €
desarrollo de la biologia molecular, es Escherichia cali, el bacilo del colon humano. Las variedades originalmente
estudiadas ni siquiera causan enfermedades ni son particularmente benéficas para el hombre. Su atractivo deriva
de su relativa simplicidad y de que se reproducen a gran velocidad, duplicandose cada 20 minutos. En € siguiente
nivel se encuentran otros organismos unicelulares: las levaduras. Aqui se pueden encontrar fendmenos distintos,
propios de organismos méas complejos. Las levaduras son organismos eucariontes, por |o que su organizacion
genética es mucho mas cercana alade plantas y animales que alade las bacterias. Continuando en laescala
ascendente de compl gjidad encontramos otro organismo model o, un gusano Ilamado Caenor habditis elegans.
¢Por qué escoger este organismo como model 0? Nuevamente, no es patdgeno ni resulta benéfico. Larazon se



debe a que es un organismo pluricelular en el que se pueden estudiar fendmenos de diferenciacion o
especializacion de células para crear tejidos y Grganos, aunque todos ellos muy simples: cada uno de estos
gusanitos esta constituido por 1090 células exactamente. El genoma de este organismo esta estudiandose
intensamente y probablemente serd &l primer genoma de un organismo pluricelular del que conozcamos su
secuencia completa. En niveles sucesivos de complejidad existe una planta model o, Aratidopsis thaliana; la
mosca de la fruta (Drosophila sp.) y € ratén (Mus musculus). Lo que aprendemos de estos organismos modelo es
de incalculable valor para poder enfrentar |os problemas de estudio y manejo de especies de importancia aplicada.
Dada la asombrosa similitud de unos organismosy otros, a nivel de sus moléculas fundamentales, los genes que
se aislan del ratén, de la mosca de lafruta, y hasta de |as bacterias, nos proporcionan mucha informacién de
nuestros propios genes, o delos del trigo y € maiz.

En las siguientes secciones se describen los diversos enfoques que se han desarrollado para estudiar 1os genes de
los diversos organismos, y seiraviendo como las técnicas que ha sido necesario implementar, responden
precisamente a sus diferentes niveles de complgjidad.

AISLAMIENTO DE GENES POR COMPLEMENTACION

L os primeros genes microbianos fueron aislados mediante €l principio de la complementacién. Este
procedimiento se fundamenta en el trabajo previo de los genetistas que, desde mucho tiempo atras, habian
caracterizado indirectamente alos genes. El trabgjo clésico en genética microbianaimplicaba el aislamiento y
caracterizacion de bacterias mutantes, es decir, variantes que se generan espontaneamente o por un tratamiento
quimico o fisico. Por ggemplo, una bacteria mutante puede haber perdido la capacidad de alimentarse con cierta
sustancia, digamos € azlcar galactosa. Esto significa que alguin gene relacionado con el proceso de asimilacion
de la galactosa estd alterado. La genética clasica operaba con la conviccion de que habia habido un cambio en
algun lugar del cromosoma bacteriano, precisamente donde se localizaba un gene (una entidad abstracta, para el
caso) que deberia codificar probablemente para una enzima, que quiza era responsable de catalizar la conversion
de lagalactosa en otra sustancia, més adelante en la cadena de asimilacion. Desde luego que mediante pruebas
indirectas se llegaba a deducir una gran cantidad de informacién alrededor de los genes, pero nada podia
compararse ala posibilidad de observar directamerite la secuencia del gene de interés. ¢Qué podriamos hacer para
aislar este gene? Unavez que se dispone de las técnicas de clonacion molecular, € proceso es conceptua mente
sencillo.

Primero se requiere crear un conjunto de clonas que contengan segmentos de un tamario adecuado. Lo que se hace
es someter una preparacion del ADN total de la bacteria en cuestion (de la cepa silvestre que contiene el gene
normal que nos interesa) ala accion de alguna enzima de restriccién. La reaccion se controla para generar
segmentos de unos 5 a 10 mil pares de bases, cada uno capaz de contener unos cuantos genes. Esta coleccion de
fragmentos se liga a un vector de clonacion (véase € recuadro 11.2) y se introduce a células de la cepa mutante (la
que eraincapaz de crecer en galactosa). Si colocamos algunos miles de células asi transformadas en una cagja con
medio nutritivo (claro, donde € nutrimento sea galactosa), es probable que crezca alguna de ellas: laque recibié

€l segmento que contenia el gene funcional; correspondiente al gene mutante. Este gene ya no es mas una
entelequia. Se encuentra en un segmento pequerio, insertado en un pldsmido del que se pueden preparar grandes
cantidades. Este gene ha sido aislado, o purificado.

En los albores del ADN recombinante, aun este método directo y simple adolecia de un buen nimero de
dificultades técnicas. Desde que se disponia de la clona con el gene de interés, hasta que se determinaba su
secuencia nucleotidica, podian pasar muchos meses. Hoy dia, €l aislamiento y secuenciacion de un gene
microbiano puede ser unatarea de unas cuantas semanas.

AISLAMIENTO DE GENES USANDO ADN SINTETICO

Si reflexionamos un momento sobre |a técnica de complementaci 6n anteriormente descrita, observaremos que se
requieren dos aspectos cruciales para utilizarla: debemos poder llevar a cabo unatransformacién (introduccion
estable de genes) del organismo en cuestion, y debemos ser capaces de hacer depender su crecimiento de la
adquisicion del gene de interés. Estas condiciones no ocurren, ni con mucho, en todos los casos. De hecho, la
capacidad de transformar organismos diferentes a E.coli ha sido desarrollada paul atinamente en los Gltimos 15
afosy, aun cuando esto ya sea posible para muchos organismos, |as dificultades que representay |os bajos
rendimientos obtenidos hacen poco viable €l uso generalizado de este método en el aislamiento de genes.



Se requeria, disefiar otras estrategias capaces de localizar 1os genes. Es claro que, dado que el ADN de todos los
organismos tiene la misma naturaleza quimica, resulta en principio igual de simple hacer un banco o coleccién de
clonas con el ADN de uno u otro organismo. Una primera diferencia estriba en que, mientras mas complejo sea el
organismo, mas clonas necesitaremos para representar su genoma o, dicho de otra manera, necesitaremos buscar
en muchas mas clonas para tener una buena probabilidad de encontrar un determinado gene. Una cuenta sencilla
nos persuade rapidamente de las diferencias: si cada clona hecha en un vector de donacién simple contiene 5 000
pares de bases, necesitaremos unas 1 000 clonas (0 un poco mas, por razones estadisticas) para cubrir cinco
millones de pares de bases, que es €l tamafio aproximado de un genoma microbiano. En cambio, para representar
el genoma humano, necesitariamos cerca de un millon de clonas. Parapaiar este problema se han desarrollado
vectores de clonacion, que pueden incorporar cantidades mucho mayores de ADN, indispensables parad estudio
de genomas més grandes (véase € capitulo siguiente).

Unavez resuelto el problema de cdmo obtener un nimero manejable de clonas, ¢como hacemos para distinguir
cual de ellas (digamos entre algunos miles) contiene el gene que nos interesa? Una aproximacion se apoya en
varios conceptos que ya hemos descrito. En primer lugar; sabemos que las proteinas son codificadas por los
genes, y que por mucho tiempo fueron mas féciles de purificar; en realidad, es muy probable que nos interese
aislar los genes que codifican para las proteinas que hemos estudiado durante mucho tiempo. A partir dela
secuencia de aminoacidos de una proteina, se puede inferir la secuencia de ADN que la codifica (aunque de
manera aproximada, dada la"degeneracién” del cddigo genético). Utilizando este conocimiento se pueden disefiar
oligonucledtidos sintéticos cuya secuencia sea complementaria al gene correspondiente. Aqui entraen juego la
asombrosa capacidad de asociacion especifica de las moléculas de ADN (descritaen el capitulo |, "Acidos
nucleicos"). Asi que, en principio, utilizando un pequefio segmento de ADN sintético (digamos de unas 20 bases),
podriamos hacerlo hibridar con nuestro conjunto de clonasy detectar su asociacion especifica con el gene que
codificaparala proteina de la cual inferimos su secuencia (véase €l recuadro 111.1).

RECUADROII1.1. Aislamiento de genes usando oligonucledtidos sintéticos

Asi como existen procedimientos para secuenciar el ADN, también los hay para
secuenciar proteinas. Los métodos, que no describiremos en este libro, fueron
desarrollados mucho antes que los aplicados al ADN. jNada menos que por Frederic
Sanger! Por este trabajo obtuvo un primer Premio Nobel de quimica en 1958.

A partir de la secuencia de aminoécidos de una proteina, podemos deducir la secuencia
del ADN que la codifica, utilizando el cédigo genético (en realidad, sblo de manera
imperfecta, debido a que un mismo aminoéacido puede ser codificado por més de un
triplete o codon). En todo caso, en ciertas regiones favorables se puede esperar que la
secuencia deducida corresponda muy cercanamente alaoriginal.

Si se sintetiza un oligo con esta secuenciay se marca radiactivamente, tenemos una
sonda o detector que mediante una hibridizacion (véase en el capitulo |, "Acidos
nucleicos") nos permite detectar su secuencia complementaria. Cuando se emplea esta
sonda, se puede anadlizar €l contenido de las células de las colonias derivadas de una
genoteca (véase en €l capitulo |1, "Concepto de clonacién molecular").

Este enfoque es general, dado que a partir de una secuencia de ADN particular se pueden
encontrar secuencias asociadas a ésta, sea porque se le parecen mucho o porgue son
contiguas o se le traslapan. Por ejempl o, se puede disefiar una sonda con base en la
secuencia de un gene de rata para intentar detectar un gene humano.

También se puede utilizar una sonda cuya secuencia corresponde a extremo de un
fragmento donado para detectar otras clonas que tengan esa misma secuencia, pero que
se extiendan mas alladelaclonaoriginal.
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Esto se halogrado para un gran nimero de genes.

En laactualidad, el uso de oligonuclebtidos sintéticos se ha hecho muy complejo. Muchos genes se aislan
utilizando variantes de |a técnica basica mencionada. La acumulacion de datos sobre secuencia de genes de
diversos organismos (véase el capitulo siguiente) permite utilizar un determinado gene de rata paraaislar € gene
correspondiente humano. En efecto, en muchos casos |os genes de especies cercanas, por € emplo mamiferos, son
suficientemente parecidos para hibridizar mutuamente, aunque de maneraimperfecta. Asimismo, €l empleo de la
reaccion en cadena de polimerasa permite, en muchos casos, obviar inclusive € paso de obtener una biblioteca
de genes. jLos genes pueden aislarse, en ocasiones, simplemente amplificandolos directamente a partir de una
muestra minima de material biol 6gico!

AISLAMIENTO DE GENES UTILIZANDO ANTICUERPOS

Hemaos descrito ya dos métodos para aislar genes. Quedan todavia muchos casos en los que las condiciones no



son favorables para utilizarlos. Por € emplo, hay ocasiones en las que la proteina cuyo gene correspondiente
gueremos aislar no se puede purificar en gran cantidad. Ademas, los métodos para determinar la secuencia de
aminoacidos de una proteina son bastante laboriosos. Afortunadamente, € sistema inmunol 6gico nos permite
utilizar otro fendmeno de reconocimiento molecular paralocalizar genes interesantes.

Desde hace muchos afios, los investigadores del campo de lainmunologia han utilizado animales de laboratorio
para obtener anticuerpos especificos contra sustancias de interés. Las proteinas, en particular; cuando son extrafias
aun animal, inducen en éste la produccion de anticuerpos. Estas moléculas son, a su vez, proteinas con
caracteristicas muy interesantes (véase € capitulo siguiente). Baste decir; por e momento, que los anticuerpos
pueden ser usados como reactivos que reconocen, en medio de mezclas compleas, |as sustancias especificas que
indujeron su produccién. |maginemos que inyectamos una proteina de interés en un congjo. A partir del suero
sanguineo de este conegjo podemos obtener anticuerpos dirigidos contra dicha proteina. Ahora podemos utilizar
estos anticuerpos, de manera andloga a como se usaron |os oligonucledtidos, para detectar en nuestro banco de
donas aquella que contenga &l gene que codifica para la proteina de interés.

En este punto quiza algun lector haya detectado un pequefio problema: el ADN de todos los organismos es similar,
pero lamanera como éste se expresa para formar proteinas especificas debe ser muy diferente; de hecho, dela
diferenciadel control de laexpresion de los genes deriva en gran parte la diferencia entre unos organismos y
otros. En efecto, la biblioteca genémica que requerimos utilizar para hacer una "inmunobusgueda’, tiene que ser
una biblioteca de expresién, es decir, una en la que la donacidn de los genes se redlice de tal manera que haya
sefiales propias de la célula reci piente (normalmente E.coli), que induzcan latranscripcion y la traduccion del
segmento de ADN clonado.

AISLAMIENTO DE GENES UTILIZANDO SUS ARN MENSAJEROS

Llevamos tres métodos descritos para el aislamiento de genes. En principio, estas técnicas podrian ser usadas para
obtener incluso genes humanos (o para el caso, de cualquier otro organismo superior). Nuevamente, las cosas son
mas complicadas de lo que parecen.

A finales de los afios setenta, |0s trabaj os pioneros de Phillip Sharp y Richard Roberts sorprendieron ala
comunidad cientifica con un asombroso descubrimiento. Para describir en qué consistio lo insdlito del
descubrimiento, antes necesitamos explicar ciertas caracteristicas de estos experimentos, que ilustran algunos de
los métodos més Utiles para aislar genes de organismos complejos. Sharp y Roberts estaban ala caza de un gene
de un vertebrado, que codifica parala ovoa bumina, la proteina més abundante del huevo de gallina. Establecer
como metainicial un gene como éste tiene unaimportante razdn de ser: un gene cuyo producto es el mayoritario
en un determinado tejido vivo resultamas facil de aislar. Esto se debe a que en € tejido respectivo se encuentran
abundantes copias del gene en forma de ARN mensgjero (véase € recuadro 1.2). De hecho, si se purifica ARN
mensajero del oviducto de gallina, lamayor parte de esta preparacion estara constituida por el mensajero que
codifica paralaovoalbimina. Surge sin embargo un problema: las técnicas de clonacion reclaman la
disponibilidad de ADN, no de ARN, para poder replicar y mantener moléculas recombinantes. Se hace necesario
entonces utilizar un procedimiento que conviertalainformacién de ARN a ADN. Es decir, que copie una hebra de
ARN vy la"transcriba", de manerareversa hacia ADN. Esto es, en principio, posible: lainformacion (codificadaen
lasecuencia) esta en lamolécula de ARN. Lo que se requiere es una enzima que realice la copia, pero que acepte
como moldea ARN, y como nucledtidos paraincorporar alos del ADN. Tal enzima existe en lanaturaleza: en
losretrovirus (variedad ala que pertenece e virus del SI DA: véase el capitulo siguiente). Usando una preparacion
gue contenga esta enzima, la transcriptasa reversa, sobre el ARN, se obtiene el [lamado ADNc, o ADN
complementario. El ADNc puede ser clonado igual que cualquier otro ADN. En e recuadro 111.2 seilustra el
proceso de preparacion de ADNC.



RECUADRO 111.2. Obtencion del ADN complementario

El procedimiento que permite obtener ADN a partir de ARN es de extrema utilidad. La
informacion que se encuentra en forma de ARN mensagjero es de una complgjidad mucho
menor ala que se encuentra en el ADN de |os cromosomeas. El proceso de transcripcion
(véase el recuadro 1.2) convierte Unicamente una peguefia fraccién de lainformacion en
ARN, y esta fraccion expresada corresponde a los genes que son relevantes parala
funcion celular especifica del tejido de donde se obtiene € ARN mensgjero. Las técnicas
de ADN recombinante no proveen, sin embargo, la capacidad de donar ARN
directamente. Se emplea por |o tanto una técnica que utiliza una serie de reacciones
enziméticas, in vitro, para convertir e ARN mensajero en ADN de doble cadena, listo
para ser donado. El principal componente paralograr este procedimiento eslaenzima
[lamada transcriptasa reversa. Esta enzima es capaz de copiar un molde de ARN para
fabricar ADN, agregando las bases complementarias una por una, en un proceso similar a
lareplicacion. Normalmente |o que se desea es copiar solo el ARN mensgjero, el cual, a
su vez se encuentra en la célula seguido de una cola de adeninas. Por esto, se agrega un
peguefio segmento de ADN constituido por variastiminas, y selograasi uninicio o
cebado de la cadena, especifico sobre los mensgjeros. Un tratamiento alcalino o
enzimatico permite eliminar el ARN gue sirvié como molde original y se formaluego
una segunda hebrade ADN, con lo gue se completa la copia clonable.
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Ahorasi, estamos en condiciones de describir |a sorpresa encontrada por Sharp y Roberts. En efecto, ellos
pudieron localizar clonas que contenian ADN, complementario al mensajero de ovoalbimina. Unavez
disponiendo de este material, pudieron utilizar la propiedad de hibridizacién de |os acidos nucleicos para rastrear
el gene original a partir de ADN, aislado directamente de |os cromosomas. Al comparar las donas de ADNc y de
ADN gendmico se observé que éstas no coincidian exactamente. jEI ADN gendmico contenia segmentos
adicionales de ADN, al interior del gene! Estos segmentos se denominaron intrones (véase lafiguralll.l),y
subsecuentemente fueron encontrados en casi todos |os genes de organismos eucariontes. Este descubrimiento se
adiciono a otro concepto ya firmemente establecido por investigaciones anteriores. el genoma de organismos
superiores contiene mucho mas ADN que el necesario para codificar las proteinas indispensables paralafuncién
celular. De hecho, hasta el 95% del ADN de organismos superiores esté constituido por secuencias sin funcion
aparente (véase el capitulo siguiente).
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Podemos comprender entonces que la complejidad de un genoma del ser humano es mucho mayor que la de una
bacteria o de unalevadura. Aislar genes humanos se parece mucho més a buscar una aguja en un pajar. Es por
ello que se han desarrollado muy diversosy complejos métodos, cuya descripcién rebasa | os propositos de este
libro, paralograr este objetivo. Claramente, el método del ADNc permite acceder a cualquier gene que se exprese
abundantemente en algun tejido en particular. El tamafio de una col eccidn representativa de clonas de ADNc sera
siempre mucho menor que el de una coleccion de clonas derivada directamente del genoma.

En este punto quiza nos preguntemos: ¢algunos de |os genes més interesantes e importantes no podrian ser delos
gue se expresan en pequefias cantidades? La respuesta es rotundamente si, pero aun este tipo de genes se han ido
rindiendo alatenacidad e imaginacién de los investigadores. Un g emplo muy interesante parailustrar la caceria
de un gene dificil es &l caso de aquel cuyo defecto es responsable de la enfermedad [lamada fibrosis quistica,
descrito en la siguiente seccion.



AISLAMIENTO DE GENES RESPONSABLES DE ENFERMEDADES HEREDITARIAS

Quizalamayoria de nosotros relacionamos el concepto de genética con atributos especificos de personas,
animales o plantas, observables directamente. La herencia es evidente en € parecido de |os hijos con sus padres,

el color delos ojos, ciertamarcade lapidl, etc. Deigual manera, existe un gran nimero de problemas de salud
donde el componente hereditario es muy claro. La presencia de individuos enfermos se correlaciona de manera
muy precisa, inclusive predecible, con determinadas familias. Es posible que muchos de nosotros identifiquemos
como enfermedades hereditarias algunas de las més conocidas: la hemofilia, |a enfermedad de Huntington, la
anemiafalciforme, lafenilcetonuria o lafibrosis quistica. Muchas de | as enfermedades hereditarias méas conocidas
pueden ser causadas por el defecto de un solo gene. Aunque las técnicas clésicas de la genética humana podrian
haber establecido este hecho, la posibilidad de identificar el gene preciso, su producto proteico, y lalesion
causante de la enfermedad, constituyen formidables retos que solo ha sido posible conquistar a partir del
surgimiento del ADN recombinante. A lafecha se han identificado las funciones metabdlicas defectuosas (es decir,
laalteracion de la actividad de alguna enzima) para unos 600 de los 3 500 defectos monogénicos descritos. De
muchas de estas enfermedades ya se halogrado aislar €l gene responsable utilizando diversas técnicas, incluyendo
las antes descritas. En esta seccidn explicaremos de manera més precisalo que se requirio para obtener el gene
responsable de lafibrosis quistica

Esta enfermedad ha sido claramente detallada desde hace méas de 60 afios. Su manifiestacion clinicaconsiste en la
producci6n de sudor muy salado, aunado a deficiencias respiratorias y digestivas. Esta enfermedad se encuentra
con bastante frecuencia en ciertas poblaciones humanas, por ejemplo del norte de Europa o entre los
estadunidenses de raza negra. Se manifiesta como de caracter autosomal recesivo, |o que quiere decir que afecta
por igual ahombresy mujeres, y que se requiere tener los dos genes defectuosos (el paterno y el materno) para
que ocurralaenfermedad. En |as poblaciones af ectadas se puede presentar en uno de cada 25 mil recién nacidos.
iEl gene defectuoso llega a estar en uno de cada 25 individuos! De manera similar a caso de muchas otras
enfermedades, € tratamiento de lafibrosis quistica consiste en paliar; en lamedidade lo posible, |a problemética
asociada. Asi, mediante un cuidadoso seguimiento de la dieta, la exploracion del térax, y otras medidas, se ha
podido elevar la calidad de vida de los enfermos. Es claro, sin embargo, que para poder atacar mejor la
enfermedad seria extremadamente Util conocer su causa Ultima, a nivel molecular. Disponer del gene permitiria,
ademaés, identificar facilmente alos portadores asintomaticos, es decir; alos gque tienen solo un gene defectuoso
(en el capitulo V se hace una descripcién sobre el diagndstico genético).

Para el caso de otras enfermedades hereditarias, se ha podido recurrir al conocimiento de lafuncién precisa
afectaday asi identificar sistemas que expresan abundantemente el gene en cuestién, inclusive en otros animales.
A partir de estos sistemas es posible obtener ADNc y, eventualmente, aislar el gene. Desafortunadamente, en €
caso de lafibrosis quistica no existia ninguna forma de enriquecer e ARN mensgjero correspondiente: no se habia
logrado identificar lafuncién metabdlica afectada. Un numeroso conjunto de investigadores en varios paises se
dieron alatareade aislar el gene mediante la técnica de clonacion posicional. El primer paso en esta técnica
requiere un andlisis de asociacion entre marcadores genéticos previamente establecidos y el gene defectuoso. El
trabajo acumulado de muchos afios ha permitido construir un mapa méas 0 menos grueso de diversas marcas,
existentes en los cromosomas humanos. Estos mapas se han ido refinando y complicando al utilizar técnicas de
ADN recombinante y forman unaimportante base paralos esfuerzos que desembocarén finalmente en la
secuenciacion completadel genoma humano (véase el capitulo V). Mientras este objetivo no se hayalogrado, se
requiere utilizar lainformacién fragmentaria disponible paraidentificar genes especificos de gran interés. El
analisis de asociacioén se lleva a cabo utilizando muestras de ADN de numerosos paci entes af ectados por lafibrosis
quistica, asi como de sus familiares. Se puede inferir que aquellos marcadores que se heredan simultdneamente
con lafibrosis quistica estan asociados fisicamente con ésta (es decir; en el mismo cromosomay cercadel gene).
Esta asociacion fisicaindico que el gene de lafibrosis quistica se encontraba en el brazo largo del cromosoma 7,
entre los marcadores denominados MET y D7S8. Latenaz y |aboriosa blsqueda de varios afios empezaba a rendir
frutos. La agujayano se encontraba en un pajar; solo en una carretillade paja: jlos marcadores identificaban un
segmento de cromosoma de alrededor de un millon y medio de pares de bases Este segmento tiene menos del 1%
de lalongitud del cromosoma 7, pero todavia es demasiado largo; en @ caben muchos genesy mucho ADN
espaciador (podemos notar que un segmento de este tamario es equivalente a un tercio del genoma de una bacteria
como E.coli). En pasos subsiguientes se identificaron sistematicamente clonas pertenecientes a esta region del
cromosoma 7. Mediante ingeniosas técnicas denominadas saltos y caminados cromosomales, después de varios
meses de intenso trabajo se logro identificar el gene. En el proceso también fue necesario emplear ADN de bovino,
ratones, cuyosy pollos, donde seinferia, con base en criterios evolutivos, que debia existir un gene similar, pero



Nno sus secuencias adyacentes. Finalmente, se solidificd lainferenciade que e geneidentificado erael que se
buscaba a localizar unaclonade ADNCc, obtenida de glandulas sudoriparas, que hibridizaba con laregion
definida mediante el andlisis posicional. El gene de lafibrosis quistica se encuentra distribuido en 250,000 pares
de bases, constituido por 24 exonesy codifica para una proteina de 1480 aminoacidos.

Esta notable muestra de la investigacion genética molecular moderna nos permitié ejemplificar los
procedimientos desarrollados paralograr € aislamiento de genes particularmente elusivos. En capitulos
subsiguientes describiremos algunas de las muchas cosas que pueden hacerse cuando se dispone de genes
aislados, incluyendo los nuevos conocimientos y alternativas posibles paralaterapiade lafibrosis quistica.
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Consecuencias de la revolucion metodol gica en la adquisicion de conocimiento.

EN LAS secciones anteriores he intentado proveer al lector de un marco conceptual adecuado para comprender
de una manera més precisa las multiples aplicaciones del ADN recombinante. Quiza con el material proporcionado
hasta e momento se pueda tener una nocion de la potencialidad extraordinaria de esta metodologia. Este capitulo
y €l siguiente estaran orientados a describir algunas de las &reas en las que las aplicaciones del ADN recombinante
han tenido influencia. Trataré de concentrarme en aquellas que resultan més evidentes, interesantes o
potencialmente importantes por su magnitud en nuestra concepcién del mundo o en nuestra forma de vida.
Quisiera hacer incapie en que esta relacion de aplicaciones es, por necesidad, extremadamente limitada: la
ingenieria genética hainfluido virtualmente en todo el espectro de lainvestigacion biol égica experimental.

Recuerdo haber leido una aseveracion hecha por un cientifico unos pocos afios después de que seiniciarala
epidemiamundial del SI DA, quien afirmabaque s esta enfermedad hubiera hecho su aparicion antes del
surgimiento del ADN recombinante, seguiriamos buscando su causa debgjo de las piedras.

A riesgo de ser repetitivo, quisieratambién hacer comentarios acerca de mi perspectiva personal sobre la
importanciadel ADN recombinante. Mi experienciaen el campo de lainvestigacion cientificaseinicio afinales
de la década de los setenta. En esos afios la ingenieria genética estaba en su infancia, y se empezaba a establecer
en el Instituto de I nvestigaciones Biomédicas de la UNAM Cuando reparo en una serie de aspectos relativos a
quehacer cientifico tal como eran hace 15 afios, y los comparo con la situacion actual, no ceso de sorprenderme.
Cuando reviso (como una de mis actividades semanales) el cimulo de conocimientos que aparece en laliteratura
cientifica, ésta es comparable a un verdadero alud. Los resultados que se reportan en un solo articulo habrian
requerido de varios afios de trabajo hace una década. M e parece que un célculo conservador podriaindicar que la
velocidad alague se pueden desarrollar nuevos conocimientos en biol ogia experimental es unas 10 veces mayor
de larequerida en e momento queinicié mi trabajo como cientifico. Estamos en un punto en e que quizala
limitante empieza a ser |a capacidad de la comunidad cientifica para asimilar e integrar |os conocimientos
generados. Es posible, también, que estemos cercanos a punto en el que lavelocidad de crecimiento en la
acumulacién de conocimientos empiece a disminuir por razones econdmicas:. jse requerira destinar una
proporcién excesiva de recursos humanos y materiales para sostener €l paso que |levamos actual mente!

Tomemaos algunas muestras de |os avances que hago mencion.
ESTRUCTURA Y FUNCION DEL GENE

El inicio del estudio sobre la naturaleza de |os genes se ocurre, naturalmente, en algunos de los organismos mas
simples como las bacterias. En términos generales, € estudio de todo tipo de microorganismos se ha convertido
en una actividad con multiples facetas. La experimentacion tiene hoy, gracias al ADN recombinante, dimensiones
compl etamente nuevas.

Unavez aislado e identificado un gene, podemos alterarlo y reintroducirlo ala célula bacteriana para observar las
consecuencias de la alteracion. Desde los albores de esa era de laingenieria genética, a final de los afios setenta,
se empezaron a acumular datos acerca de genes microbianos, y la estructuray funcién del gene se fue clarificando
y cobrando detalles (recuadro IV .I).



RECUADROIV. 1. El geney sus partes

Como se describié en recuadro 1.2. |0s genes no son mas que segmentos de
moléculas de ADN.

Desde mediados de este siglo, €l genetista francés Jacques Monod propuso o
que seriala estructura basica de un gene, idea basada en observaciones
macroscopicas de fendmenos hereditarios en las bacterias. El ADN
recombinante ha permitido dar un contenido concreto y detallado alas
visionarias propuestas de Monod.

Un gene esta constituido por diversas partes 0 secuencias, generamente
contiguas, dentro de una molécula de ADN, que constan de unaregién
regulatoria, las cuales establecen cuando y en qué cantidad se expresara el
gene. Después se encuentra €l gene estructural que esta formado por la
secuenciague, al traducirse, determina la secuencia de aminoacidos de la
proteina codificada. Al fin hay sefiales, también constituidas por secuencias
de ADN que determinan el término del proceso de transcripcion, evitando que
continGe hacia otros genes que se encuentran mas adelante. Todas estas
sefiadles son "leidas" y decodificadas por interacciones establ ecidas por
proteinas especificas.
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Por giemplo, parailustrar el andlisis de laregulacién de un gene, tomemos un experimento simple. Supongamos
gue queremos saber en qué condiciones se activa la expresiéon de un conjunto de genes que participan en la
respuesta al calor de una bacteria. Estos genes pueden formar parte de un complejo circuito, y seriadificil seguir
la actividad de cada uno por medio de su funcion natural. En cambio, lo que podemos hacer gracias a ADN
recombinante es construir un gene mixto por cada gene que deseamos estudiar asociando ala regién regulatoria
otro gene estructural que si seafécil de seguir. Esto es o que llamamos un gene reportero. Por gjemplo, podemos
usar un gene que codifique para una enzima que actle en un sustrato sin color y que a combinarse lo conviertaen



un producto colorido. De hecho actualmente se dispone de varios genes reporteros con |las caracteristicas antes
descritas. El gene de la R-galactosidasa, uno de los genes caracterizados en las épocas pioneras de la biologia
molecular; hasido utilizado con este proposito. (Curiosamente esta misma enzima, la 3-galactosidasa, es
responsable de que |os seres humanos digiramos la lactosa de laleche, y a desactivarse su expresion, en muchos
adultos se desarrolle laintolerancia alaleche.) Pues bien, si introducimos a la célula bacteriana un gene
quimérico o mixto, cuya region regulatoria esta relacionada con larespuestaa calor, y laregion estructural
codifica parala 3-galactosidasa, observaremos la respuesta que normalmente tendria el gene deinterés,
simplemente advirtiendo el cambio de color de las colonias transformadas.

Por medio de estudios en los que se ateran varias partes de 10s genes y se prueban en diversas condiciones, existe
hoy dia unaidea extremadamente elaborada acerca de las formas como se regulan los genes que intervienen en
todo tipo de procesos. Sin embargo, distamos mucho de haber comprendido satisfactoriamente, incluso los
procesos de regulacién mas simples.

INMUNOLOGIA Y ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Algunos de los fenémenos hi ol gicos que resultan més familiares son los que se manifiestan en €l curso delas
enfermedades infecciosas. En este tipo de situaciones se observan interacciones entre el agente infecciosoy €
enfermo que se han podido comprender bien en el nivel molecular. La descripcion de algunos aspectos basicos
sobre el funcionamiento del sistemainmunol égico, asi como de lo que entendemos acerca de ciertos mecanismos
de patogenicidad puede ilustrar muy bien € papel que desempefian las moléculas bioldgicas en ellosy como se ha
podido enfocar su estudio mediante €l uso del ADN recombinante.

Los anticuerposy cémo se producen

Cuando una sustancia extrafia invade el organismo se desencadena una serie de reacciones de defensa,
fundamentalmente para establ ecer que esa sustancia no es propia. Uno de |os principales componentes de este
sistema lo constituyen los anticuer pos, que se unen 'y "marcan” la sustancia extrafia para su posterior destruccion.
Estas sustancias son (quiza € lector lo recuerde) proteinas. Los anticuerpos llamaron la atencién de | os cientificos
desde hace muchas décadas. El acceso a €llas habia sido relativamente fécil, dado que son abundantes en la
sangre. Los primeros experimentos de separacion de |os componentes de la sangre revelaban varias manchas
numerosas en el patrén electroforético (véase en el capitulo 1, "Separacion y andlisis de las proteinas’, ), las
cuales se denominaron globulinas. Una de €llas, la que correspondiaalo que se llamé a-globulinas, agrupabalos
anticuerpos hoy nombrados inmuno-globulinas G. Muy pronto, después de que se identificd que estas sustancias
eran |os anticuerpos, los inmunélogos se preguntaban cémo era posible que € organismo fuera capaz de generar
tal multitud de proteinas, como para ser capaces de reconocer cua quier sustancia extrafia que nos invadiera. Més
aun, ciertas células cancerosas, |lamadas mielomas, se pueden obtener en gran cantidad, y su andlisis revel 6 que
cada una de €ellas producia uno, y sélo un tipo de anticuerpo. Por € dogma central de la biologia molecular se
inferia que cada anticuerpo era el producto de un geney esto hacia surgir una paradoja: dados los millones de
anticuerpos diferentes que se sabia que existian en un organismo dado, jlos genes que codifican para ellos
deberian ocupar todo € genoma del organismo! Diversas hipétesis fueron avanzadas paraexplicar o que sucedia.
Como es frecuente, hubo alguien que intuyd la respuesta correcta: os inmundlogos Dreyer y Benett propusieron
una osada hipétesis en 1965. Dado que se sabia que |os diversos anticuerpos eran muy parecidos entre si y solo
diferian en una pequeia parte de su secuencia, ellos pensaron que lo que podria estar ocurriendo es que existiera
sblo un gene parala parte constante y muchos genes para las pequefias partes variables. Esta hipétesis significa
gue el genoma tendria que rearreglarse para poder generar |os genes maduros, que codificarian para el anticuerpo
particular que una célula dada expresaba. Esta hip6tesis fue muy mal recibida porgque se pensaba que el arreglo
del genoma eramuy estable.

Larespuesta a esta interrogante solo surgio unavez que se dispuso de |as técnicas de ADN recombinante.

Entonces fue posible realizar una serie de experimentos, que le hicieron ganar a Susumu Tonegawa el Premio
Nobel de fisiologia o medicina otorgado en 1987, en los que se demostré el funcionamiento de uno de los
procesos méas complejos de la evolucion bioldgica. En su demastracion, Tonegaway sus colaboradores utilizaron
la propiedad de hibridizacién de acidos nucleicos para mostrar que € ARN mensajero purificado de un mielomaes
capaz de asociarse a un solo pedazo de ADN obtenido del mieloma, pero se une a dos pedazos de ADN proveniente
de cuaquier otracéula. En efecto, el ADN estaba realizando un reacomodo para los genes de las
inmunoglobulinas. El trabajo sucesivo de Tonegawa, y muchos otros investigadores, establecio o que hoy



conocemos con bastante precision respecto ala biosintesis de los anticuerpos (véase el recuadro 1V.2). En este
proceso el organismo genera un variadisimo repertorio de anticuerpos, a ciegas, de una manera muy eficiente,
para después hacer proliferar sdlo alas células que son capaces de manufacturar € anticuerpo Util en un momento
dado, es decir, cuando se presenta el antigeno, o sustancia extrafa.

RECUADROIV.2. Proceso de la generacién de anticuerpos

El proceso realizado dentro de los linfocitos (gldbulos blancos de la sangre) parala produccién de
anticuerpos, constituye un mecanismo muy interesante que permite crear una gran variabilidad,
potencial mente capaz de reconocer cualquier cuerpo extrafio que se introduzca a organismo. Esta
variabilidad resulta, segin lo demostraron las investigaciones de Susumu Tonegawa, de la
recombinacién o rearreglo de los genes que corresponden o codifican alos anticuerpos. En la
linea germinal, es decir en las células precursoras de los linfocitos, se encuentran una region
constante y algunos cientos de regiones variables, estas Ultimas incluso a varios miles de pares de
bases de distancia.

Durante lamaduracion de las células se recombina el segmento de cromosoma gque contiene estos
genes, eliminando €l ADN gue se encuentra entre laregién constante y una de las regiones
variables. Dado que existen una cadena pesaday una cadena ligera en cada anticuerpo, del mero
hecho de la recombinacion se pueden obtener varios miles de combinaciones (esto es, mas o
menos 50 por 100, o sea unas 5 mil posibilidades). Sin embargo, la union de laregién variable y
la constante no es perfecta, por lo que en este punto se introduce todavia més variabilidad. Esto
ultimo ocurre a nivel de las regiones denominadas Jy D, que a su vez proveen nuevas
combinaciones.

Finalmente, los procesos |lamados de variacién somatica dan origen a una ulterior variacion, que
gjustay afinala capacidad de union del anticuerpo que se fabrica en cadalinfocito en particular.

La maduracion de los linfocitos ocurre de manera independiente ante la presenciaddl antigeno o
sustancia extrafia. En la sangre circula un gran nimero de linfocitos, cada uno capaz de fabricar
un anticuerpo diferente. Cuando se presenta €l antigeno correspondiente, el linfocito proliferay se
convierte en una fabrica del anticuerpo especifico producido por su gene rearreglado. Este

mecani Smo Se conoce como variacion-seleccion, y se contrapone al mecanismo aternativo de
"instruccion”, en el que se suponia que el antigeno dirigialaformadel anticuerpo.
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En los dltimos 15 afios se ha acumulado una enorme cantidad de informacién acerca del funcionamiento del
sistema inmunol 6gico. No sblo conocemos la secuencia de aminoacidos de miles de diferentes anticuerpos y de
sus genes, sino gque se han identificado un sinnimero de factores adicionales que modulan la compleja serie de
interacciones que ocurre en una respuesta inmune. Este conocimiento ha servido como base parael uso de
anticuerpos en la terapéutica del futuro inmediato, asi como para crear una base firme en el disefio de nuevas
vacunas (véase € capitulo siguiente).

Estudio de agentes infecciosos

Quién no recuerda haber oido hablar de las épocas pioneras en que Luis Pasteur y los otros cazadores de
microbios rompieron moldes demostrando |a existencia de microorganismos, que eran |os responsables de la
putrefaccion y de muchas enfermedades. Efectivamente, la microbiologia es un gran pilar de lainvestigacion
biol 6gica experimental, y como ya mencionamos, sent6 incluso las bases de |a genética molecular. El avance de
estas investigaciones, sin embargo, no escapd alos limites de la metodol ogia disponible, encontrdndose con
obstacul os dificiles de sortear hasta €l surgimiento del ADN recombinante.




Pensemos, por g emplo, en lo complicado que resultatrabajar con una bacteria o un virus patdgeno. Se requiere
cultivarlo en grandes cantidades, |0 que entrafia un gran riesgo para el experimentador. Ademas, muchos
organismos patdgenos sdlo se reproducen en condiciones muy especiales, como en el interior de su organismo
hospedero. La posibilidad de donar sus genes abre, sin embargo, innumerables de posibilidades.

L os agentes infecciosos estan siendo estudiados activamente desde diversos angulos. Los genes responsables de la
patogeni cidad de muchas bacterias han sido aislados y secuenciados; se han podido comparar |os genes de cepas
patégenas con los de cepas no patdgenas; se han identificado, anivel fino, los componentes de la superficie de
agentes infecciosos que les permiten evadir larespuestainmune... En fin, lalista podria seguir por varias paginas.

Tomemos, por gjemplo, e virus de lainmunodeficiencia humana (VI H) que produce € Sl DA. El cual solo se
encuentra en ciertas células de la sangre: una clase particular de linfocitos (gldbulos blancos) del tipo T. De un
enfermo sdlo se pueden aislar cantidades mintsculas del virus. Sin embargo, gracias alaingenieriagenética, a
sblo unos pocos afios de haber sido identificada la enfermedad, se han hecho grandes avances. Lainmensa
mayoria de los estudios que se han realizado alrededor de este virus emplean ADN recombinante, y han generado
un vasto conjunto de conocimientos, que han permitido su diagnéstico y sentado las bases para lograr su
prevencién y tratamiento. Aun cuando dicho tratamiento no es todavia una realidad, todo parece indicar que €l
control de esta enfermedad se lograra en un tiempo récord, particularmente si se toma en cuenta lo increiblemente
dificil de conocer y atacar, y lo elusivo que resulta ser €l virus que la causa.

Especificamente, a pesar de que el virus del SI DA sdlo se encuentra en pequefias cantidades dentro de las células
de enfermos humanos (es decir que no se puede cultivar), desde hace varios afios se conoce la secuencia completa
de su genoma de 9200 bases. Asimismo, se han identificado todos y cada uno de lo genes que lo constituyen y les
han asignado funciones ala mayoria de ellos. Su ciclo de vida ha sido disecado en sus aspectos flindamentales,
haciendo referencia a otros virus similares (de lafamilia de | os retrovirus, que pueden causar cancer). Se conoce
como € virus, después de introducirse alas células, copia su genomade ARN |o convierte en ADN, y o incorpora
o integraal ADN de la célula humana. Desde ahi expresa sus genes, de lo que resulta la produccion de més virusy
su salida de lacélula, listos para atacar otras células (véase €l recuadro 1V .3).

Lautilidad de este tipo de conocimientos paralograr €l control del SI DAy de otras enfermedades se ilustrara al
abordar la aplicacion de la biotecnologiaen el campo de lasalud, en el capitulo siguiente y, nuevamente, en el VI.

RECUADRO 1V.3. Ciclo devida del virus que produce el SI DA

Aungue €l virus de lainmunodeficiencia humana que produce el SI DA (como cualquier otro
virus) no esta propiamente vivo, podemos hablar de su "ciclo devida', refiriéndonos alas
diversas etapas que transcurren desde que las particulas virales se internan en una célula
susceptible, hasta que se producen mas particulas, listas parainfectar otras células.

El virus del SI DA pertenece a grupo de los retrovirus, denominados asi porque su genoma esta
constituido por ARN, pero lo primero que hacen a entrar ala célula es hacer una copia del mismo,
en formade ADN e integrarlo al cromosoma de la célulainfectada. De esta manera, estos virus
pueden mantenerse latentes dentro de la célulainfectada (esto es, tienen ahi su genoma presente y
heredandolo alas células hijas) durante mucho tiempo. En un determinado momento, la copia del
genomaviral integrada se puede activar, dando origen aun largo ARN, que contiene la
informacion de todas las proteinas virales. Este ARN, y lalarga proteina parala que codifica, son
procesados para g ercer diversas funciones, que desembocan eventualmente en lafabricacion de
mas virusy su abandono de la célula

Es importante destacar que hay varias enzimas caracteristicas de este virus, y que por lo tanto
pueden ser un blanco muy interesante de farmacos o drogas. Latranscriptasa reversa, que copia
el ARN para convertirloen ADN, esunaenzimague no se encuentra en las células normales.
Tampoco se encuentra una proteasa (enzima que rompe proteinas) igual aladel virus. Estas dos
proteinas han sido estudiadas con detalle, y su estructura tridimensional se conoce hoy en dia, por




lo que se desarrolla un intenso trabajo parala obtencion de sustancias quimicas capaces de inhibir
o inutilizar, especificamente, su funcién (véase en € capitulo VI, "Disefio racional de drogas").
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ESTUDIOS SOBRE LAS CAUSAS DEL CANCER

Todos sabemos sobre la gran cantidad de recursos materiales y humanos gue se han invertido en laincesante
busqueda de la humanidad para conocer |las causas, la naturalezay laforma de curar el cancer. Aungue estos
estudios han ido produciendo conocimientos Utiles, la mayoria de lo que sabemos actual mente sobre cancer
proviene de estudios rel ativamente recientes, que emplean ADN recombinante.

Hay que destacar que cuando nos referimos al cancer, hablamos de fendmenos patol 6gicos que tienen algo en
comun: la proliferacion descontrolada de cierto grupo de células del organismo, pero quiza no estan claro para
nosotros que hay muchas causas y condicionamientos que pueden desembocar en la aparicion del cancer. Existen
factores del ambiente, factores genéticosy hasta infecciosos relacionados con muchos tipos de cancer. En el
fondo, el cancer es una enfermedad genética. Algo ocurre al programa genético de unacélulay ésta no responde
mas al control normal y se divide continuamente, generando su progenie, lacual heredala cualidad de dividirse
descontroladamente. La lesién debe haber ocurrido en €l genoma, y por ello se transmite alas células
descendientes. Durante décadas se ha estudiado incesantemente esta enfermedad. Yaen 1911 Peyton Rous
describia que el cancer se podiatrasplantar de un pollo enfermo a otro, 1o que eventualmente se pudo atribuir aun
virus causal.

Como se dijo ya, en €l estudio del cancer, el ADN recombinante hatenido un impacto generalizado y definitivo.
Hemos aprendido més al respecto del cancer en los Ultimos 15 afios que en todas las décadas anteriores, en las que
también hubo intensa investigacion. En este proceso de conocimiento hasido crucial laidentificacion de genes
especificos causantes del cancer, denominados oncogenes, inicialmente identificados dentro de los virus
cancerigenos. Si reflexionamos un momento, lo realmente asombroso es que nuestro organismo tal vez sea un
sistema capaz de controlar de manera exquisitala proliferacion de gran diversidad de tipos celulares.
Evidentemente debe haber genes cuya actividad promueva la proliferacion de las células, y que cesan de actuar en
un momento determinado, de acuerdo con un programa preestablecido. Quiza uno de |os aspectos més
interesantes de lainvestigacion del cancer es que nos ha acercado a conocimiento intimo de los mecanismos de
regulacion de la proliferacién celular. Resulta ser que muchos oncogenes no son mas que versiones ateradas de
genes esenciales, naturalmente presentes en todas nuestras células. Estos genes son ahora identificados como
protooncogenes.

Hasta el momento existen por lo menos cuatro tipos muy bien definidos de oncogenes. unos participan en la




recepcion de sefiales externas de proliferacion, cuyos productos se localizan en la membrana de las células; otros
codifican, en si mismos, para sefiales de proliferacion, que son secretadas al medio extracelular; otros mas
intervienen en lainterpretacion o transduccién de la sefial de proliferacién; finalmente, encontramos genes
cuyos productos interaccionan especificamente con el ADN, causando la expresion de genes que, a su vez, inducen
laproliferacion celular.

¢COmMo es que estos genes se transforman de protooncogenes a oncogenes? Es facil entender 1os mecanismos,
después de que la donacién de los genes 'y su secuenciacion harevelado las |esiones responsables. (Para explicar
algunos de los fendbmenos bien caracterizados sobre €l cancer, esimportante que €l lector tenga presente la
descripcién un poco més precisade lo que es un gene en el recuadro IV.1).

Un protooncogene puede ser activado al insertarse un virus cerca de su region regulatoria.2 v El gene se expresa
ahora de acuerdo con € programadel virus, y no con € programanatural de la célula. Otra manera de activarse es
cuando lalesién resulta de anormalidades cromosdmicas. Nuevamente, |0s rearreglos tienen como consecuencia
en laasociacion del oncogene a nuevas regiones regulatorias.

Por ejemplo, se ha observado la transformacion de oncogenes por una sola mutacion, o mutacion puntual. Puede
ocurrir que laateracion de un solo nucledtido y la consecuente alteracion de un solo aminoécido, resulte en que
la proteina correspondiente muestre una actividad alterada que la saca de control. Ciertos oncogenes resultan de
un fendmeno de este tipo. Ocurre entonces, que en ciertas circunstancias, una alteracion en uno de los 3 mil
millones de pares de bases del genoma humano resulta en la aparicién de cancer!

Es importante destacar, sin embargo, que aunque se conozcan muchas de las causas moleculares que pueden
desembocar en cancer, y se hayan identificado |os genes respectivos, €l panorama es, en realidad, mucho més
complegjo. Lainteraccion de otros genes, |os antioncogenes, regulay modera la actividad de los oncogenes. El
sistema inmunol dgico es capaz de destruir especificamente células cancerosas, €liminando quiza gran cantidad de
brotes de cancer que se producen espontaneamente en todos los individuos. Es, pues, por lainteraccion de todos
estos factores, causativos, antagdnicos y moduladores, que ocurre el desenlace final de laaparicién o no de la
enfermedad. Claramente, cualquier factor ambiental o infeccioso que cause mutaciones, puede, en principio,
propiciar laaparicion de cancer. La susceptibilidad del individuo, medida por |a eficacia de su sistemainmune y
la particular actividad de mecanismos de control, determinara la frecuencia con la que las lesiones genéticas
producen la enfermedad, o son contrarrestadas.

Entre los descubrimientos més recientes se encuentran ante oncogenes que estan muy frecuentemente asociados a
ciertos tipos de cancer. Uno de ellos codifica parala proteina denominada p53, |a cual fue seleccionada molécula
del afio en 1993 por larevista Science. Como su nombre lo indica (una denominacién como p53 responde
tipicamente a una proteina de actividad desconocida, pero de peso molecular de arededor de 53 mil), esta
proteina no se considerd muy importante durante una década después de su descubrimiento. Hoy dia sabemos que
el gene que codifica para esta proteina se encuentra mutado en hasta el 50% o mas de |os pacientes con ciertos
tipos de cancer.

Evidentemente, € acervo de conocimientos que se haido acumulando permite la apertura de masy mas avenidas
nuevas para el tratamiento del cancer (véase € capitulo siguiente).

EL SISTEMA NERVIOSO

El reto de entender |os fendmenaos biol 6gicos a nivel molecular de ninguna manera se circunscribe alas funciones
celulares. El reto mas formidable es desenterrar |os fendmenos integradores que nos permiten interaccionar con
nuestro ambiente, percibirlo y transformarlo. La evolucion bioldgica produjo, en un periodo de 3 0 4 mil millones
de afios, seres vivos de enorme complejidad, capaces de reaccionar ante € ambiente de maneras verdaderamente
complejas. Muchos de |os fendmenos gque hasta ahora hemos descrito son comunes atodos |0s seres vivos, pero
otros atafien sblo alas formas de vida méas complejas. En € ser humano se conjugaron factores biol 6gicos que han
dado paso a una nuevay reciente etapa de la evolucion: la cultural. En los Ultimos 50 o 100 mil afios, las
comunidades humanas se han embarcado en la preservacion y transmision de informacién, que ha desembocado
en unatotal transformacion de sus actividades 'y de su capacidad paraimpresionar a resto de la naturaleza. Los
sistemas biol 6gicos que subyacen esta portentosa capacidad son objetos de intensa curiosidad paralos cientificos.
No es de extrafiarse entonces que, en la actualidad, una proporcion significativa de los bidlogos experimenta es



estén dedicados al estudio de los sistemas nervioso y endocrino.

El estudio de lafuncion neuronal a nivel molecular harevelado laimportancia de varios tipos de proteinas. Es
importante destacar €l papel primordial de los canales idnicos, que participan en gran nimero de |os procesos de
todas las células y su comunicacion con el exterior. Lacomunicacion del impulso nervioso depende,
precisamente, de la existencia de canales que permiten € flujo de iones, es decir, &omos o0 moléculas con carga
electroquimica, en ciertas condiciones. Los canales i6nicos se encuentran en las membranas de las células, a
igual gque otras proteinas que reciben el nombre de receptores. De lainteraccion de receptores con moléculas
mensgj eras dependen numerosas transacciones bioldgicas. En otras palabras, en la superficie de las células se
desarrollan unainfinidad de interacciones y transacciones moleculares, mediadas por receptoresy canales, que
dan como resultado la respuesta de las clulas alos estimul os exteriores. En €l estudio del sistema nervioso, los
canalesy los receptores tienen un papel protagonico (véase lafiguralV.l)

En este campo, también adquiere especial relevanciala utilizacion de sistemas model 0. Sabemos que muchos de
los experimentos clasicos de heurobiol ogia se hicieron con gatos, como animales de experimentacion. Sin
embargo, a nivel molecular; e organismo modelo que ha probado ser més valioso es la mosca de lafruta,
Drosophila sp.

Debido ala gran cantidad de estudios genéticos previamente realizados en esta especie, hasido factible aislar
moscas mutantes con deficiencia en alguno de los procesos rel acionados con lafuncidn nerviosa, y después
localizar e identificar los genes responsables de dichas funciones. Quiza nos intrigue como es posible obtener
moscas mutantes en genes que intervienen en € sistema nervioso. Ademas, podriamos preguntarnos: ¢gque tienen
gue ver los genes del sistema nervioso de la mosca con los de un ser humano?

La capacidad de aislar mutantes de genes que participan en procesos especificos es una de las herramientas mas
poderosas de |a biologia experimental. En el caso de Drosophila podemos ver la aplicacion de los métodos més
simples e ingeniosos, producto de muchas décadas de tradicion en su estudio. Se han aislado genes del sistema
nervioso utilizando desde |as técnicas més cléasicas hasta las mas complejas y modernas, producto del
conocimiento de biologia molecular.

Un gemplo interesante es el aislamiento de genes relacionados con |os procesos de lamemoria. Para este
proposito se disefia un experimento muy simple (véase lafigura |V.2). Un conjunto de moscas se introduce en un
pequefio reci piente que contiene una sustancia aromatica. Después seretira el aromatizante y se aplica otra
sustancia de aroma diferente, sdlo que esta vez acompahiada de un choque eléctrico. Si las moscas han aprendido a
asociar el desagradable choque el éctrico con un aromatizante y no con el otro, entonces deberan agjarse del
primero. Esto es precisamente |0 que se observa al colocar alas moscas en una cdmara central conectada a dos
camaras con aromatizante. Las moscas se dirigen preferentemente ala cdmara del olor que no asocian con los
choques eléctricos. Este experimento se puede hacer ahora con moscas previamente sujetas a un tratamiento
mutageno (por €/ emplo, con un tratamiento quimico suave de los huevecillos). Entre las moscas asi tratadas puede
haber mutantes de muchos tipos, pero algunas podrian tener alterados |os procesos de memoria. Y, en efecto, en €
experimento de las tres cmaras conectadas, se pueden identificar moscas que ya no son capaces de recordar que
un olor se asocia a un choque eléctrico, y se distribuyen por igual alo largo de las cAmaras. Otras, por ejemplo, se
pueden acordar de la asociacion ol or-choque eléctrico por un corto periodo, pero luego lo olvidan, més rdpido que
las moscas normales. Experimentos parecidos a éstos se han podido hacer desde hace muchas décadasy, de
hecho, una gran coleccion de miles de mutantes de todo tipo, esta disponible en Drosophila. Lo interesante es que
apartir del ADN recombinante, ahora ya podemos saber qué genes estan alterados y obtener su secuencia.
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Lo anterior nos conduce ala segunda pregunta: ¢qué relacidn tienen estos genes mutantes con € sistema nervioso
humano? El andlisis de |os genes mutantes mencionados revel 6 que las alteraciones se encuentran en proteinas
que participan en la sefiaizacion celular, muchas de €llas se conservan en todo €l mundo eucarionte, desde las
levaduras hasta |os humanos, como por ejemplo la enzima adenilato ciclasa, cuya alteracion es responsable de uno
de los fenotipos de pérdida de memoria en Drosophila. En las células nerviosas de mamiferos (por supuesto
incluyendo alos seres humanos), también hay adenilato ciclasa. Es altamente probable que lafuncién dela
adenilato ciclasainterviene asimismo en los procesos moleculares que subyacen en lamemoria de |os seres
humanos. ¢Quiz& ala memoria de corto plazo?

Al observar hallazgos tan interesantes como éstos, suena ldgico pensar en cOmo seguir avanzando para averiguar
mas acerca del fendmeno y contrastar hipétesis. Una de las formas més poderosas para experimentar con
organismos superiores es reintroducir en ellos genes alterados, de manera muy similar alos genes bacterianos
(véase en este capitul o, "Estructuray funcién del gene").

Un organismo al que artificialmente se le han introducido genes exdgenos se conoce como or ganismo
transgénico. Latécnica para producir organismos superiores transgéni cos usando ADN recombinante se introdujo
aprincipios de los afios ochenta, inicialmente utilizando ratones en los que la embriol ogia estaba muy
desarrollada (recuadro 1V .4). Hoy en dia se pueden producir diversos animales y plantas transgénicas, entre los
gue se encuentra Drosophila. Con todos los genes disponibles de esta mosca, y la posibilidad de manipularlos e



introducirlos nuevamente a organismo completo, el panorama para el experimentador es verdaderamente
atractivo. Incluso se dispone de métodos tan ingenuos como €l de la coloracién, mencionado anteriormente (véase
en este capitulo, "Estructuray funcion del gene", p 69). En lamosca de la fruta se dispone del gene rosy, que es
basi camente inocuo, pero produce moscas con 0j0s rosa, en vez de rojos, y que permite distinguir una mosca
transgéni ca entre muchas otras que no 1o son, por simple inspeccién. jPodemos pensar ahora en introducir
cambios de diversa naturaleza a gene de la adenilato ciclasa neuronal y observar qué efectos tienen sobre el
aprendizaje de las moscas! Después podemos tratar de hacer un experimento similar; pero ahora con un raton.

RECUADROIV .4. Obtencion de ratones transgénicos

La introduccion estable de ADN externo a un animal se puede lograr mediante latécnica
de microinyeccion. Los cigotos (o células recién fecundadas) de ratones son capaces de
aceptar el ADN que se lesinyecta e integrarlo en algin lugar de sus cromosomas durante
el proceso inicial del desarrollo. Normalmente no se puede controlar donde seintegrael
ADN inyectado, por lo que hay cierto grado de incertidumbre en cada uno de estos
experimentos.

Unavez desarrollado el cigoto hasta un estadio un poco mas avanzado, € pequefio
embrién se puede implantar en una ratona tratada con hormonas, que se denomina
pseudo prefiada, cuyo estado la hace receptivay capaz de continuar € desarrollo de los
embriones. Entre |os ratones que nacen de este experimento habra algunos que hayan
incorporado el ADN exdgeno. Esto se puede determinar tomando una pequefia biopsia
(por e emplo, un pedacito de lacold), y analizando su ADN, lo cua es sencillo si se
utiliza el principio de hibridacion de &cidos nucleicos (véanse del capitulo I, "Las
moléculas de lavida' y del capitulo I11, "Aislamiento de genes usando ADN sintético”, o
en el capitulo 11, "Lareaccion en cadena de polimerasa’.)
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Otro notable descubrimiento reciente se refiere alos mecanismos moleculares para la deteccion de los olores. Este
es un fendmeno que ha fascinado a los cientificos por mucho tiempo. ¢Como podemos distinguir entre los miles o
millones de diferentes aromas? En la actualidad |os mas compl€jos métodos instrumental es de deteccion de
sustancias palidecen ante la sensibilidad y la capacidad de discernimiento de un sistema biol dgico.

i Todavia utilizamos perros para detectar pistas o identificar drogas en las maletas en |os aeropuertos! Un
experimento queinicié laresolucién del dilema sobre el mecanismo de discriminacién de olores fue concebido
por Leslie Buck, una estudiante del postdoctorado que trabajaba en €l laboratorio del doctor Richard Axel,
respetado bidlogo molecular estadunidense, quienes concibieron que probablemente el problemade distinguir
sustancias quimicas muy diversas podria resolverse con un mecanismo similar al de los anticuerpos (véase en este
capitulo, "L os anticuerpos y como se producen), es decir; através de un sistema combinatorio. Pensaron que
quiza existiria un conjunto de receptores (proteinas membranal es) parecidos entre si, pero cada uno capaz de



interaccionar con alguna parte diferente de un odorante. Con algunos cientos de receptores las células de lanariz
podrian distinguir millones de diferentes olores. Esto ocurririasi larespuesta de lacéluladepende dela
combinacion de sefiales que se genera de la estimulacion de conjuntos diferentes de receptores, diferentes para
cada odorante. A partir de este concepto se dieron alatarea de identificar en los ARN mensajeros producidos por
las células correspondientes, conjuntos de moléculas que fueran similares, y pudieran ser la base de este

mecani smo que supusieron podria existir. Con gran satisfaccién descubrieron que, en efecto, las células sensibles
al olor expresan un conjunto de receptores muy parecidos entre si, y relacionados con la percepcién del olor.
Aungue todavia hay mucho trabajo por hacer antes de desentrafiar claramente el mecanismo responsabl e de este
proceso, los descubrimientos descritos muestran como el conocimiento previo (sistema de anticuerpos), la
imaginacion, y una poderosa metodol ogia nueva, permiten los avances de la ciencia.

Evidentemente, las descripciones anteriores no abarcan los cientos de genes relacionados con la funcion neuronal
que se han estudiado utilizando ADN recombinante, solo intentan ilustrar algunas de las maneras como se han
[levado a cabo estos estudios.

GENETICA DEL COMPORTAMIENTO

Conforme nos adentramos en identificar transacciones moleculares que afectan niveles superiores de la
experiencia humana, las cosas se tornan muy interesantes. Y muy controvertidas.

Los avances del ADN recombinante estan permitiendo proponer hipétesis concretas, verificables, respecto de los
condicionantes genéticos de formas complgjas de comportamiento. Algunos reportes recientes ilustran estos
conceptos.

A partir del andlisis de una familia holandesa en la que los varones presentaban con frecuencia trastornos de
conducta (tales como comportamiento violento, incendiarismo, exhibicionismo y otros), seidentificd como
probable al gene condicionante: € que dirige la elaboracion de la enzima monoaminooxidasa, de cuya actividad
depende la formacion de ciertos neurotransmisores. Un par de afios después, se reporto el resultado de

experimentos con ratones transgénicos alos que inactivo especificamente el gene de monoaminooxidasa.3 ™ Se
observé gque los ratones mostraban, entre otras deficiencias, un comportamiento marcadamente agresivo.

Con una concepcion similar, se han hecho recientemente propuestas sobre la posible identificacion de genes
correlacionados con la homosexualidad. Por el momento, sblo se ha establecido, por mapeo genético, la posible
localizacién gruesa de dicho gene, pero existe la posibilidad de identificarlo plenamente, tal y como se hizo para
lafibrosis quistica (véase en el capitulo anterior, "Aislamiento de genes responsables de enfermedades
hereditarias").

Esimportante advertir, dicho lo anterior; que los nuevos conocimientos sélo abren avenidas para enriquecer
nuestra concepcion de nosotros mismos, inmersos en la evidente complejidad de la naturaleza humanay las
relaciones sociales. Esirresponsable hablar del descubrimiento del "gene del alcoholismo™, como si estuviera
seguro de unarelacién causa-efecto exclusiva. También seriairresponsable y empobrecedor ignorar la posible
influencia de nuestra constitucion genética sobre nuestro comportamiento.

EL DESARROLLO EMBRIOLOGICO

El desarrollo embrioldgico por €l cual se genera un organismo completo a partir de un évulo fecundado es uno de
los procesos mas fascinantes de la naturaleza. Los estudiosos de la embriologia han contemplado extasiados €l
proceso en € que a partir de células aparentemente idénticas, se van creando estructuras cada vez mas intrincadas;
cdmo se va adquiriendo formay funcion.

Nuevamente es sdlo hasta la eradel ADN recombinante gue se ha podido empezar a entender |os circuitos
mol ecul ares que subyacen en este proceso fundamental. Y nuevamente, el estudio de organismos modelo ha
probado ser extraordinariamente importante.

El espacio nos constrifie a mencionar solamente una pequefia muestra de este efervescente campo de la biologia
experimental moderna, tomando como ejemplo |os Ilamados genes homedticos, descubiertos en mutantes de



Drosophila, en los que, en €l desarrollo embrionario se obervaban fenotipos muy [lamativos. En uno de ellos,
denominado Antennapedia, |as estructuras de las antenas son sustituidas por patas. En el bicoid, el embrion se
desarrolla con dos tel sones o colas, sin torax ni cabeza (desde luego estas moscas mutantes en genes homedticos
no sobreviven después de ciertos estadios del desarrollo).

Estas mutantes fueron aisladas hace varias décadas, y |0s genetistas mol eculares modernos intuyeron que las
lesiones deberian encontrarse en genes de crucial importancia para el desarrollo, en alguno de losinterruptores
primordiales parala diferenciacién. En efecto, estos genes resultaron ser genes maestros, y sus equivalentes o
similares luego fueron encontrados en toda |a escal a filogenética de | os eucariontes: levaduras, plantas, animales,
etcétera

Después de una década de experimentacion sabemos muchas cosas sobre muchos genes home6ticos. Estos son
genes maestros que codifican para proteinas que regulan la actividad del ADN. Las proteinas que codifican se
unen especificamente a ciertas secuencias dentro de los cromosomas, activando o inhibiendo la expresion de
genes particulares. También se han aislado, en gran parte por los hallazgos de Drosophila, genes homedticos de
organismos superiores como € ratén y el hombre. Continuamente aparecen nuevos genes'y huevos fenotipos
causados por éstos.

En uno de los experimentos mas llamativos realizados recientemente, se obtuvieron moscas transgenéticas en las
gue un gene homedtico, que determina etapas fundamental es de la formacién de los 0jos, se puso bajo € control
de sefial es que activan genes en las patas. El resultado: jmoscas con ojos perfectamente formados, pero creciendo
precisamente en | as patas!

Los nombres de algunos de |os genes identificados en la mosca de la fruta nos indican € tipo de procesos que se
estan desentrafiando: daughterless (sin hijas), wingless (sin alas), hunchback(jorobada), hairy (peluda). Otros
muestran la naturaleza jugetona de los investigadores: sonic que es parte del complejo de genes hedgehog (quiza
el lector recuerde a personaje del juego electrénico Sega Genesis).

LA NUEVA BIOLOGIA VEGETAL

El estudio de las plantas, desde el punto de vista molecular; ha estado rezagado respecto al de otros organismos.
Es quiz& una paradoja que las leyes fundamental es de |a herencia fueron desarrolladas por Mendel utilizando
plantas, y que la genética molecular no se hayainclinado por éstas como uno de sus primeros objetos de estudio.
Hay razones que explican esta situacion, que veremos mas adelante.

El cultivo y mangjo de |as plantas constituye uno de los factores cruciales del desarrollo de la humanidad. La
transicion de las culturas de cazadores y recolectores a la vida sedentaria, basada en la agricultura, representa un
parteaguas en la evolucion cultural. En este sentido, |os pueblos han dedicado gran cantidad de su energiae
imaginacion al mejoramiento y manejo de sus cultivos. La seleccién de mejores variedades de plantas es una
actividad que se hallevado a cabo por milenios. En efecto, se han empleado las mas refinadas técnicas empiricas
y lagenética clasica para constituir una profesién gue revestia gran importancia haciala mitad de este siglo. La
[lamada revolucion verde, que ha permitido incrementar de maneraimportante la productividad agricola, esfruto
de la aplicacion de estas disciplinas.

Sin embargo, €l arribo del ADN recombinante no tuvo en el &rea de plantas un impacto tan inmediato como el que
vimos en el campo de lasalud. Quizalarazoén principal es que los tiempos de generacion de las plantas las han
hecho objetos de estudio bastante dificiles. La planta no ha sido un sistema modelo muy Util para resolver
preguntas basicas de genética molecular. Por supuesto que esta situacion no impidio que se desarrollaran con ellas
importantes estudios moleculares, pero no con laintensidad y abundancia que en microorganismosy animales.
Esta situacién ha cambiado en la Ultima década. M uchos grupos de investigacion han detectado laimportancia de
aplicar las técnicas de ADN recombinante ala biologia vegetal, y €l gran potencial que tiene la manipulacion de
las plantas para el bienestar de la humanidad. Una de las areas mas activas y promisorias de la biologia moderna
es, hoy dia, labiologia vegetal.

Ingenieria genética de plantas 'y la tecnologia

Describamos primero la explotacién de un fendmeno natural que ocurre entre la bacteria Agrobacterium
tumefaciensy ciertas especies vegetales. Agrobacterium es capaz de invadir la planta e introducirle un segmento



de ADN, Ilamado plasmido Ti, desarrollando eventualmente un tumor. Esto quiere decir que una bacteria ha
podido hacer plantas transgénicas desde hace millones de afios. En efecto, parte del ADN del plasmido Ti se
integraal genoma de la célula vegetal infectaday |o hereda establemente alas células hijas. Otro fenémeno
importante que facilita laingenieria genética de plantas es que éstas tienen gran capacidad de regeneracion:
muchas plantas pueden regenerar un organismo completo a partir de un pedacito sacado de una hoja. Con estos
elementos, se desarroll6 € sistema basico paralaingenieria genética de plantas (véase € recuadro 1V.5). Uno de
los protagonistas del desarrollo de esta tecnologia fue el investigador mexicano, doctor Luis Herrera-Estrella, a
principios de los ochenta, quien se encontraba en agquel momento en Bélgica. ES curioso que algunas de las
contribuciones de importancia internacional de este otro cientifico mexicano consistieron en el desarrollo de
vehiculos de clonacion (véase en el capitulo I, "Concepto de clonacién molecular").

RECUADRO |V.5. Laingenieria genética aplicada a plantas

Laposibilidad de realizar ingenieria genética en plantas depende, a igua que en los animales, de que se
logre introducir en ellas material genético exdgeno, y que éste se establezcay herede de una célula a otra.
En el caso de las plantas, esto se facilita mediante el uso de latecnologia Ti.

Con laayuda del microorganismo Agrobacterium tumefaciens se lograintroducir el ADN recombinante a
laplanta. A través de una herida se establece unainteraccion intima entre la bacteriay la planta, que
finalmente redunda en la transferencia del ADN bacteriano alas células vegetales y su integracion en
alguno de sus cromosomas. La gran eficienciarelativadel proceso contribuy6 al avance de esta &rea de
investigacion.

Hoy en dia se puede introducir el ADN alas células de plantas sin necesidad de la bacteria. EI ADN (que
puede contener secuencias de Agrobacterium que le ayuden aintegrarse al cromosoma) lograllegar asu
destino disparandolo con un dispositivo llamado "gene gun" o pistola génica. Aunque no es posible hacer
esto con todas las variedades vegetales, ni con la eficiencia deseada en los casos que se puede, se continlia
avanzando hacialograr que las variedades de mayor interés agricola sean sujetas de transformacion.
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La posibilidad de regenerar plantas con genes exdgenos insertados, se ha constituido en un factor crucial parasu
estudio. Este mecanismo permite acortar significativamente el tiempo de muchas investigaciones que
anteriormente requerian experimentos de larga duracién, pues dependian de la fertilizacién convencional delas
plantas, y esperar que éstas crecieran y formaran semillas en cuestion de meses. Desafortunadamente, no todas las
especies vegetales son susceptibles alainfeccion por Agrobacterium, por 1o que la manipulacién de muchas de
éstas fue retrasada. En los Ultimos afios, sin embargo, se han establecido mecanismos para transformar y regenerar
plantas de muchas nuevas variedades, incluyendo especies de gran importancia agricola, como los cereales. Una
de las maneras como se introducen genes hoy en dia, eslo que se hadado en Ilamar biobalistica. Con esta técnica,
el ADN se hace penetrar alas células vegetales atravesando la pared celular; vigiando en proyectiles
microscopicos que simplemente se disparan hacia los pedacitos de hoja.

Genes moviles en plantas

Otro de los aspectos més interesantes que se asocian ala biologia molecular vegetal tiene relacion con los genes
moviles o saltarines. Y a hemos comentado que la vision clésica consideraba al material genético como un
elemento fundamental mente estable (véase en este capitulo, "L os anticuerpos y cémo se producen'). Este material
es responsabl e de la determinacién de las caracteristicas de |0s nuevos seres que permanecen de generacién en
generacion. Se pensaba que |os procesos que daban origen ala evolucién de |as especies eran fendmenos azarosos
de cambio donde se alteraban unas cuantas bases del ADN. En los afios cincuenta, sin embargo, una genetista de
plantas, la doctora Barbara M cClintock, describi6 fendmenos de variacion en el maiz y propuso gque la causa
deberia ser el movimiento o salto de genes, de un lugar aotro del genoma. El trabajo de la doctora McClintock no
fue claramente apreciado hasta que este fenémeno se observé también en la mosca de la fruta. Finalmente, en
1983, Barbara McClintock fue galardonada con el Premio Nobel de fisiologia 0 medicina, premiando asi su
trabajo que conjuntaba | 6gicay método impecables, pero también preclaraintuicion. Los e ementos méviles han
sido de gran utilidad para manipular € genoma de algunas variedades de plantas, y también explican algunos de
los fendmenos que en ellas observamos.




Unade las historias mas notabl es que he escuchado se refiere precisamente a esto. Nos larelaté la doctora
VirginiaWalbot, investigadora de la Universidad de Stanford, en unareciente visitaal Instituto de Biotecnologia
de laUNAM

Entre los objetos de estudio de la doctora Walbot se encuentran |os elementos méviles del maiz. En sus
investigaciones habia descubierto que algunos de estos elementos se mueven de manera excesiva en muchas
variedades de maiz, ocasionando que se produzca un elevado nimero de mutaciones. En su blsqueda del origen
de estos elementos, la doctora Walbot descubrid que éste se podia identificar en una variedad de maiz proveniente
de lazona zapoteca, del estado de Oaxaca. La variedad |lamada zapal ote chico contiene estos elementos méviles,
pero los puede mantener bajo control. Si se cruza el zapalote chico con otras variedades de maiz, el elemento
movil pasaa entorno genético que yano lo controla, causando su degeneracion. Antiguas leyendas que datan de
hace muchos siglos amenazaban alos enemigos del pueblo zapoteca con las terribles consecuencias de robarse su
maiz sagrado. jLos dioses castigarian a ladron haciendo que sus cosechas se echaran a perder! Hoy dia estamos
conociendo las causas moleculares de la mitol dgica maldicién.

Asi pues, aunque durante milenios, el hombre se ha dedicado a mejorar |as variedades de plantas que cultiva, la
ingenieria genética ha hecho posible, en poco méas de una década, que se abra un nuevo panorama para el
conocimiento y la manipulacién de este patrimonio fundamental de la humanidad.

EL GRAN PROYECTO PARA SECUENCIAR EL GENOMA HUMANO

Unavez revisados a gunos de |os logros recientes de |a biologia experimental, resulta méas fécil entender 1a
conviccion de los bidlogos moleculares de que el ADN recombinante ira permitiendo abordar grandes problemas,
gue previamente se percibian inaccesibles. Esto ha dado como resultado que muchas de las &reas de investigacion
gue en el presente manifiestan intensa actividad fueran propuestas desde mucho antes: éste es el caso del estudio
molecular del genoma humano. Desde inicios de los afios ochenta, hubo iniciativas para generar un mapafisicoy
genético de todo el genoma humano de manera sistematica. La meta de largo plazo seria, obviamente, el
conocimiento intimo de todo &l genoma, es decir; conocer toda su secuencia. Pero veamos paso a paso lo que
significa esto.

Todos sabemos que huestro genoma esté repartido en 23 pares de cromosomas: éste es el nivel mas grueso de
mapeo genético. Pero ¢qué podemos decir respecto a qué genes se encuentran en cua es cromosomas? ¢Que genes
estan cerca de cuales otros? Esta localizacion relativa de los genes constituye un paso siguiente de finura o
resolucién del mapa. Finalmente, la descripcién de la secuencia de bases de cada uno de los cromosomas, desde
su principio hasta su final, es el grado maximo de precision alcanzable.

Pero ya sabemos que lalongitud de cada cromosoma es real mente gigantesca. Llegar a conocer la secuencia
completa de siquiera uno de ellos resulta una labor titanica. EI méas pequefio de |os cromosomas humanoas, €
cromosoma Y esta constituido por una hebra de alrededor de 60 millones de bases. Reconociendo |o formidable de
latarea de secuenciar todo el genoma, €l progreso del conocimiento en lo que se refiere a secuencias de genes
humanos fue desarrollado de manera independiente por grupos de investigacion interesados en genes especificos.
Esto es, hasta 1986, fue cuando empezd a gestarse unainiciativa paralanzar un gigantesco proyecto internacional
gue lograra descifrar toda la secuencia de los cromosomas humanos en un plazo razonable.

Como todo gran proyecto, el del genoma humano ha generado buen nimero de controversias. Muchos pensaron
gue no tenia sentido lanzar un gran programa para secuenciar algo que de todas maneras no ibamos a saber
interpretar de inmediato. Ademas, sabemos de antemano que el 95% de |as secuencias presentes en nuestros
cromosomas no codifican para ninguna funcién directamente y que muchas de ellas no son mas que multiples
repeticiones de lo mismo. Algunos sefidlaron que era insensato canalizar |os fondos, que normalmente se
otorgaban ainvestigaciones bien cimentadas, en las que se persiguen y estudian genes y funciones especificas,
parafinanciar un gran proyecto que pretende estudiar algo que en el 99% de |os casos no vamos a saber entender
ni aplicar.

L os argumentos anteriores son bastante solidos y quiza fueron compartidos por gran parte de la comunidad
cientifica. Pero entre los promotores de laidea de secuenciar el genoma humano, se encontraban algunos de los



personajes mas notables y respetados entre | os bidlogos molecul ares (por ejemplo, James Watson, ni mas ni
menos). Ellos también tenian argumentos muy interesantes. Para los promotores de laidea, € desvio delos
fondos no eraunarealidad, ya que €l Proyecto seiriafinanciando con fondos nuevos, que en realidad ganaria para
si lacienciahiologica, y se accederia al mismo tipo de status que tenia lafisica, con sus proyectos internacionales
multimillonarios. Segun este grupo, € conocimiento que se deriva de estudiar el genoma como un todo, es mucho
mas atractivo que el que se obtiene deirlo estudiando por partes. Quiza uno de |os el ementos mas interesantes en
favor de laidea es que este gran proyecto internacional promoveria de manera definitiva el avance de todaslas
técnicas relacionadas. De hecho, desde un principio se planteo el proyecto sobre labase de que la eficiencia de las
técnicas utilizadas para determinar la secuenciadel ADN tendria que incrementarse entre 100 y mil veces. Pero
esto se consideraba posible lograrlo en un plazo de menos de 10 afios a partir del inicio del proyecto.

Finalmente se impuso € grupo afavor y € Proyecto Genoma Humano ha arrancado desde inicios de esta década.
Se han organizado consorcios internacionales en |os que participan laboratorios de muchos paises. Creo que

rapi damente hemos atestiguado la aparicidn de un fendmeno muy interesante, que es la organizacion de
colaboracion a gran escala. De esta Organizacién empezaron a surgir ideas nuevas sobre como distribuir €l
trabajo, qué requisitos técnicos hay que cubrir antes de empezar a secuenciar en gran escala, etc. En efecto, €
gran proyecto internacional ha empezado a generar avances que de otra manera quiza no hubieran ocurrido.
Algunos de | os aspectos més notables de modo de operar de este gran proyecto internacional ilustran su
envergaduray se describen a continuacion.

Nuevas técnicas de secuenciacion

L os bidlogos moleculares se han dedicado con ahinco a secuenciar genes durante los Ultimos 15 afios.
Consideremos, sin embargo, que la gran base de datos acumulada hasta el momento esta constituida por unos 550

mil segmentos de genes'y alrededor de 385 millones de pares de bases en total .4 v Las cifras anteriores incluyen
genes de todos los organismos para los que se ha obtenido alguna secuencia. El esfuerzo para secuenciar todo €
genoma humano tendria una magnitud unas 10 veces de lo que se ha hecho hastalafecha. Claramente, se requiere
acelerar y abaratar los métodos de secuenciacion.

Impulsados por los fondos y €l entusiasmo generado por e Proyecto Genoma Humano, diversos laboratoriosy
compafiias se han dado a la tarea de desarrollar métodos nuevos que en muchos casos representan gran
originalidad y ambicion.

En estos momentos, por ejemplo, se estan activamente desarrollando sistemas para secuenciar utilizando un chip,
mediante técnicas de hibridacién de ADN. Estos chips consistirian en arreglos de oligonucl eétidos pequefios,
dispuestos en filasy columnas casi microscépicas. Se ha podido demostrar que si se hace hibridar un segmento de
ADN de secuencia desconocida con uno de estos arreglos, |a especificidad de la asociacion permite observar un
patrén de casillas positivas (donde el ADN desconocido se asocio) y negativas (donde no se asocid), a partir del
cual es posible deducir, inequivocamente, la secuencia desconocida. Lalectura del patron puede ser miniaturizada
y automantizada, utilizando lectores de fluorescencialaser, conectados a una computadora.

En otro notable desarrollo se plantea utilizar sistemas de electroforesis, pero en una novedosa version que utiliza
tubos capilares (de diametros microscopicos). Este tipo de electroforesis puede ser completamente automatizada,
y los experimentos se realizan en mucho menos tiempo que con la electroforesis convencional. Se estan
construyendo y desarrollando maguinas gue contienen arreglos de decenas de capilares, que se utilizan
simultaneamente y, nuevamente por fluorescencialaser, se detectan cantidades minimas de la muestray alimentan
la computadora.

Existen varios disefios adicional es, muy ingeniosos, cuya finalidad eslamisma: abaratar y acelerar la adquisicién
de datos de secuencia. Esimportante considerar que antes de iniciar el Proyecto Genoma Humano, la técnica de
secuenciacion de ADN tenia un costo de entre uno y dos délares por cada base. jSecuenciar el genoma humano
con estas técnicas costaria cercade 5 mil millones de délares! L os laboratorios que forman parte del consorcio
Genoma Humano ya estan secuenciando (con técnicas convencional es) con costos de alrededor 20 cts. de dolar
por base, pero todavia queda mucho por avanzar.

Técnicas de mapeo y clasificacion



Muy pronto quedd claro paralos participantes del gran proyecto que € esfuerzo de secuenciacion masivo debia
diferirse y que, como prerrequisito, se debia tener un mapay un conjunto de fragmentos donados que
representaran segmentos de los cromosomas identificados en ese mapa. Paralograr este objetivo, se han llevado a
sus limites otras técnicas muy interesantes.

En primer término, se dispone ahora de métodos automatizados para separar cromosomeas individual es. Se puede
utilizar una maguina llamada FACS (fluorescence activated cell sorter). Con este equipo se produce un flujo de
gotitas microscopicas, a partir de una preparacion que contiene cromosomas previamente extraidos de células
vivas. A través de una sonda de ADN que hibrida especificamente con un cromosoma determinado (recordemos
que hay ya un buen nimero de genes identificados paralos que se sabe en qué cromosoma se encuentran), y que
[leva una marca fluorescente, se puede lograr que el dispositivo FACS identifique qué gotitas contienen un
cromosoma marcado, induzca una carga el ectrostética en esas gotitas y, mediante un campo el éctrico de corta
duracién, las saque del flujo principal para recolectarlas en un tubo separado. Esta operacién se puede realizar
miles de veces por segundo, logrando asi colectar cantidades importantes de cromosomas puros que fueron
seleccionados uno por uno. El siguiente paso seria someter el ADN de estas preparaciones a alguna enzimade
restriccion y clonarlo para obtener una genoteca. El problema gue se enfrenta es que con un vehiculo molecular
convencional se pueden albergar solamente un méximo de arededor de 10 mil pares de bases, asi que €l mas
pequefio de los cromosomas humanos requeriria de mas de 6 mil clonas para estar representado en la genoteca. Se
hizo necesario desarrollar métodos mas ambiciosos para tener genotecas mas manejables. Uno de los métodos
utilizados consiste en generar cromosomas artificiales de levaduras (YACs, por sus siglas en inglés yeast artificial
chromosome). Los YACs pueden contener cientos de miles o millones de pares de bases. Asi, un cromosoma
puede ser dividido en s6lo algunas decenas o cientos de YACs .

La comunidad internacional del proyecto se hadistribuido el estudio de los cromosomas humanos, y cada
laboratorio se esta dedicando a generar una genotecade YACs representativadel cromosoma que le fue
encomendado. La actividad de los consorcios internacionales dedicados al Proyecto Genoma Humano constituye
un gjemplo muy interesante de la labor cientifica en gran escala. Aqui, por ejemplo, participan diversos
especialistas que provienen de disciplinas variadas. Laidentificacion de "marcadores’ fisicosy genéticos en los
cromosomas humanos ha sido una actividad que se llevé a cabo por mucho tiempo. La descripcion del significado
preciso de estos términos esta fuera de los al cances de este libro; pero baste sefialar que existen estos
antecedentes, basados en técnicas complejas, y que hoy dia se complementan con metodol ogia de ADN
recombinante. La reaccion en cadena de polimerasa (PCR), por jemplo, se esta utilizando activamente para
obtener una clasificacién reproducible y confiable de pequefios segmentos marcadores presentes en estas
colecciones.

En e momento de laimpresién de este libro, acicateada por la publicacién de la secuencia de los primeros
genomas bacterianos completos (véase |a siguiente seccion), la organizacion del Proyecto Genoma Humano
estaba considerado iniciar |a etapa de secuenciacion a gran escala. La expectativa es que se pueda completar la
empresa atiempo, antes del objetivo de 10 afios en €l afio 2003.

El lector seguramente observara que la actividad descrita haido generando un gigantesco cimulo de datos que, ya
en el momento presente, sdlo son manejables con técnicas computacional es.

La herramienta computacional

Imaginemos |a tarea que representa descifrar el mensaje de un solo gene. Nos enfrentamos con unalarga
secuencia de, digamos 1 000 bases. A simple vista s6lo vemos unainterminable listade As, Gs, Tsy Cs. Parte de
esta secuencia constituye sefialamientos para encender y apagar |a expresion del gene (véase el recuadro IV.1). El
gene estructural contiene el mensgje que determina la secuencia de la proteina codificada. Nos llevaria un buen
rato, utilizando el codigo genético, realizar la simple tarea de escribir la secuencia de aminoéacidos de la proteina.
Realmente el cerebro humano no es muy eficiente para estos menesteres. Las computadoras son, en cambio,
extremadamente eficientes. Una computadora casera haria la traduccion en una fraccion de segundo.

Afortunadamente, el crecimiento de la eficiencia de las computadoras ha mantenido, y excedido, el paso que lleva
la acumulacion de datos. EI manejo de secuencias biol dgicas se ha hecho siempre en las computadoras
disponibles més potentes. Cuando la base de datos era pequefia (unos cuantos miles de pares de bases) a
principios de la década, para su andlisis eran suficientes las computadoras de entonces. Hoy dia, el andlisisde
cientos de millones de pares de bases requiere de computadoras muchas veces més poderosas, y que



afortunadamente ya existen.

Desde suinicio, por lo tanto, €l Proyecto Genoma Humano ha puesto una gran atencién en el desarrollo dela
herramienta computacional necesaria para €l andlisis de los datos que se estédn generando. El consorcio
internacional organiza, de hecho, unared de intercambio de datos, por medio de lared Internet, que enlaza
millones de computadoras en todo € mundo. Esta gran comunidad esta asi conectada continuamente, y puede
acceder alos datos generados en todos |os demaés laboratorios casi simultdneamente ala produccién de ellos. Se
puede decir, incluso, que e fomento de una cultura de colaboracién electrénicainternacional en el area bioldgica,
se ha debido en gran parte ala organizacion y manejo de estas grandes bases de datos.

Secuenciacion de otros genomas

De manerasimultanea al lanzamiento del Proyecto Genoma Humano, se dio gran impulso alos esfuerzos para
secuenciar otros genomas de organismos modelo. Como es de esperarse, estos organismos modelo son los que se
han seleccionado para su estudio desde hace varias décadas (véase en €l capitulo anterior, Diversos niveles de
complegjidad"): Escherichia coli (bacteria), Sacharomyces cereviciae (levadura), Caenorhabditis elegans (gusano
simple), Drosophila sp. (insecto), Arabidopsis thaliana (planta), Mus musculus (mamifero).

A lafechadelaUltimarevision de este libro, la comunidad internacional de biologia molecular se encontraba
celebrando la aparicién de la secuencia completa de |os genomas de algunos organismos simples: la organizacion
TIGR (The Ingtitute for Genomic Reserach influenzae y Microplasmas genitalium. Se dispondra también de la
secuencia completa del primer eucarionte, Sacharomyces cereviciae (levadura de pan). Claramente, ha surgido un
nuevo modo de ver € patrimonio genético, ahora como un todo.

Laventgja que representa el conocimiento de estos genomas es clara. En primer lugar, es posible realizar
experimentacion, altamente sofisticada, con estos organismos. En segundo lugar, representan model os mas
simples de organizacion, donde |os fendmenos pueden resultar més féciles de entender e interpretar.

Uno de los aspectos mas gratificantes del estudio de organismos modelo proviene del hecho, descrito en €l
capitulo I, de que los organismos se parecen mucho unos a otros en € nivel molecular. Asi, e descubrimiento de
genes en una bacteria, levadura o insecto, con frecuencia puede decirnos algo sobre genes humanos, ya que es
muy frecuente que exista una contraparte humana para el gene en cuestion. Esta reflexidn nos da paso al temade
lasiguiente seccién, en donde se ve € tipo de conocimientos que se pueden derivar de comparar unas secuencias
biol 6gicas con otras, sea dentro de una misma especie, o entre especies diferentes.

COMPARACION DE SECUENCIAS: FILOGENIA Y PALEONTOLOGIA MOLECULARES

"Nada tiene sentido en biologia, s no esalaluz delaevolucion”, dice Theodosius Dobshansky, €l célebre
evolucionista. Laverdad de esta afirmacion es particularmente aparente al comparar las secuencias de las
moléculas biol6gicas. Charles Darwin, fundador de |a etapa cientifica de la teoria de la evolucion previé que
algun dia podriamos establecer todas | as rel aciones fil ogenéticas existentes entre los organismos vivientes. La
posibilidad de utilizar secuenciasde ADNY proteinas nos acerca, COmo nunca antes, a esta meta.

Quiz seafécil concordar con laidea de que un perro y un lobo tienen mucho en comun. Cuando se afirma que
hace algunos millones de afios ho habialobos ni perros, sino un canino que origind a ambos, ésta parece una
aseveracion bastante |6gica. Sin embargo, s alguien dice que tenemos mas en comun con una levadura de pan que
con las bacterias del yogurt podriaintrigar mas en qué se basa quien afirme tal cosa. Desde luego que los
estudiosos de la evolucion han observado, desde hace més de un siglo, mucho més que la apariencia externay
otros caracteres superficiales para establecer relaciones filogenéticas. Pero la aportacién de la biol ogia molecular
y €l ADN recombinante ha revolucionado este campo en |os Ultimos afios.

El mismo hecho que posibilita el ADN recombinante sugiere la similitud molecular de |os organismos vivos.
Todos contienen ADN, proteinas, ribosomas, y se rigen por el mismo cédigo genético. Aunque este hecho era
aceptado desde hace varias décadas, |a acumulacion de datos de |a secuencia que surge del empleo dela
ingenieria genéticale hadado cuerpo y solidez. Hoy dia podemos comparar las secuencias de diversos genesy
proteinas, alo ancho de toda la escalafilogenética, y responder preguntas extremadamente interesantes.

El parecido entre un organismo y otro, revelador de un origen comun, se manifiesta en las secuencias de sus



genes. Por giemplo, entre una personay otra, mas del 99.9% de las secuencias son iguales. Entre un humano y un
chimpancé, alrededor de 99% de la secuenciaesigual. (Tomemos en cuenta, sin embargo, que una diferenciade
1%, en un genomade 3 mil millones de bases, constituye todavia una cifra elevada: 30 millones de bases
distintas. No sabemos cuantas o cuales de las diferencias, anivel del genoma, son importantes para dar origen a
las diferencias observables entre una especie y otra.) Estas similitudes y diferencias se pueden analizar por
técnicas que evallan el parecido global del ADN, mediante técnicas de velocidad de reasociacion entre un ADNy
otro, pero se pueden analizar a un nivel mas fino, comparando |as secuencias de genes individuales. Hay genes (y
sus correspondientes proteinas) que difieren mas que otros cuando se comparan dos especies. Algunas de las
proteinas componentes de las células requieren conservar su estructuray secuencia de manera precisa, mientras
que otras pueden mantener su funcién Gtil aungue su secuencia varie considerablemente. Lo interesante de esta
situacion es que podemos utilizar ciertos genes para comparar especies muy cercanas (0 poblaciones dentro de
una misma especie) y otros para comparar especies muy legjanas (véase € recuadro 1V.6). Por medio dela
comparacion de secuencias de genes se han realizado hallazgos que empiezan a revolucionar nuestra concepcion
delasrelaciones entre los seres vivientes. Tal como lo afirma Russell Doolittle, reconocido analista de secuencias
moleculares, quien se considera un pal eontélogo, pero no usa palas ni desentierra huesos; sus herramientas son
una computadoray los datos en secuencia que se generan en cientos de laboratorios alrededor del mundo.

RECUADROIV .6. Los relojes moleculares

Ladisponibilidad de secuencias de biomoléculas (proteinas y acidos nucleicos) abre una
muy importante ventana para la observacion de |as relaciones entre unos organismos y
otros. Es solo recientemente (en |os Ultimos 50 0 60 afios) que estas secuencias se
empezaron a conocer y, como ya se explico, en los Ultimos 15 afios ha habido una
explosion de datos al respecto. Anteriormente, 1os biélogos tenian que recurrir a
caracteristicas externas para clasificar alos organismos. Las diferencias morfol 6gicas
son suficientes para muchos propdsitos, aunque insuficientes e inexactas para muchos
otros. En la actualidad se dispone de nuevos objetos de comparacién: las moléculas que
nos pueden dar diferencias cuantitativas a vel ocidades cada vez mayores.

Pensemos, por gjemplo, que comparamos |a secuencia de aminoacidos de una proteina
en particular, digamos el citocromo C. Es natural pensar que todos |os vertebrados muy
parecidos entre si, deberian contener citocromo C. Tal es, desde luego, €l caso. Esta
proteina, que participa en el manejo de energia, estd presente en todas las células que
usan oxigeno paravivir. Al comparar las secuencias de aminoécidos de los diferentes
citocromos C, provenientes de diversos animales, observamos algo muy interesante:
entre mas parecidas son dos especies animales entre si, mas parecidos son sus
citocromos. En el cuadro (A) se anota el nimero de aminoacidos de diferencia (de un
total de 104), asi que tenemos una medida cuantitativa del parecido de unas especies con
otras, por lo menos de acuerdo con lo que nos dicen sus moléculas de citocromo C.

Esta es una propiedad interesantisima de las macromol éculas biol6gicas: lasimilitud de
su secuencia se puede cuantificar. Larazon de que las moléculas sean diferentes se debe
alas diversas fuerzas de mutacion y seleccion que han estado operando en los
organismos vivos. La explicacion evidente del porqué del parecido de las moléculas es
gue provienen de un antepasado comin'y que, con € paso del tiempo, |as poblaciones de
cada especie fueron aceptando diversas mutaciones que no alteraban lafuncion de la
proteina, o bien que le conferian alguna ventaja. Asi, € nimero de diferencias entre la
secuencia de una proteina particular, entre una especiey otra, reflgja el tiempo que ha
pasado desde que una especie ancestral dio lugar a dos especies separadas. Para entender
mejor este concepto pensemos, por gemplo, qué pasariasi se compusiera una cancion y
se fuera heredando de una generacidn a otra por tradicion oral, por personas que
migraran a diversos paises: a cabo de varias generaciones, sin embargo, las versiones de




lacancién en un pais empezarian a ser apreciablemente diferentes alas versiones de otro
pais. Mas aln, serialégico inferir que dos versiones de la cancién que se parecieran mas
entre si (por gemplo, las de dos regiones de un mismo pais), corresponden a grupos de
personas que se separaron mas recientemente que |os que cantan versiones con mayores
diferencias (por gemplo, las de dos paises distintos). Aunque en €l caso del gemplo
operan fuerzas muy distintas alas de la evolucién molecular, |os procesos son andl ogos.

Una faceta importante de la comparaci én de secuencias es que se puede inferir que las
diferencias entre ellas corresponden al tiempo que ha pasado desde que eran lamisma
cosa; pero hace falta discernir cuanto tiempo corresponde a cuéntas diferencias. En otras
palabras, hay que calibrar los relojes. Este es un terna de constante controversia. Lo que
si esta claro, sin embargo, es que hay moléculas que cambian mucho mas rapidamente
gue otras. Se acepta que larazén por lo que esto ocurre es que en algunas moléculas,
debido a su funcidn, muchas sustituciones serian prohibitivas o incompatibles con la
misma, mientras que para otras moléculas, muchos de los cambios no son dafiinos. El
resultado final es que tenemos, en algunas moléculas, rel ojes que marcan tiempos muy
largos, y otros que sirven para medir tiempos muy cortos. De | as secuencias de proteinas
y &cidos nucleicos que participan en las funciones celulares méas primordial es (comunes
atodos los organismos) podemos inferir eventos evolutivos muy antiguos (de hace
cientos 0 miles de millones de afios). Otras moléculas més dispensablesy plasticas
permiten medir eventos mucho mas recientes (por ejemplo, de sélo unos cuantos miles
de afios). En la gréfica (B) se muestra una correlacion entre los tiempos cal culados para
los grados de diferencia observados en diversas proteinas, asi como los tipos de
relaciones filogenéticas para los que tienen utilidad, de acuerdo con los tiempos en que
determinados grupos de seres vivos divirgieron unos de otros.
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La teoria de Eva mitocondrial

Para comparar poblaciones humanas, se pueden usar secuencias de las mitocondrias (que son organel os celulares
gue se encargan de transformar energia). Estos organel os contienen ADN probablemente de unasimbiosisen la
gue una bacteria colonizé €l interior de una célula eucarionte. Las mitocondrias se heredan fundamentalmente de
lamadre, dado que los espermatozoides contribuyen con una infima proporcién de las mitocondrias a fecundar el
ovulo. Esto hace que sea més facil establecer relaciones entre grupos cercanos utilizando secuencias de ADN
mitocondrial.

En un estudio reciente, cuyas conclusiones son alin controvertidas, se utilizaron secuencias de ADN mitocondrial
para establecer que todas las poblaciones humanas provienen de una hembra que vivié en Africa hace unos 200
mil afos. Estainterpretacion ha establecido un serio cuestionamiento sobre |os conceptos clasicos de la

pal eontologia humana. Es decir, la afirmacién de que todos |os humanos que vivimos actual mente descendemos
de una hembra en particular (por lo que serefiere € estudio a Eva), realmente debe interpretarse como que se
analizé €l lingje femenino, que se observa en las mitocondrias, pero desde luego en todo € proceso, y desde
incontabl es generaciones atras, |0os humanos descienden de machos y hembras reproduciéndose de manera
normal.

Por otra parte, o que e estudio realmente puede indicar, es que todos |os humanos descienden de una poblacion
africana que vivié hace unos 200 mil afios.



La controversia que este tipo de estudios suscita ilustra un aspecto muy interesante del quehacer cientifico. En
este caso, |os paleontdlogos tradicional es cuentan con un importante cimulo de datos, proporcionados por €
registro fésil, y toda una serie de teorias e interpretaciones de estos datos. La revolucién establecida por la
disponibilidad de secuencias de mol écul as biol 6gicas resulta de que algunas de las teorias en boga se ven
reforzadas, mientras que otras se ponen en entredicho. Los cientificos, al igual que todos los seres humanos,
establecen lazos afectivos con sus creaciones (por ejemplo, sus teorias), y se apegan alos métodos de andlisis que
les son familiares. Seguramente, lairrupcion de los bidlogos moleculares en la escena de la evolucion natural y,
en particular, lahumana, continuara suscitando controversia. A lalarga, sera de laintegracion de las diversas
disciplinas de donde obtendremos | as respuestas mas satisfactorias a nuestra curiosidad sobre €l origen del
hombre.

Refinamiento de la clasificacion de organismos

El uso de ADN mitocondrial permite la comparacion de poblaciones humanas, usando secuencias de genes que
han cambiado en forma extraordinariamente |lenta se puede atizbar en |as rel aciones entre organismos mucho mas
distantes. Los genes que codifican para el ARN, que forma parte de los ribosomas (véase €l capitulo |, € recuadro
1.2), se parecen tanto que podemos usarlos para comparar grupos tan lejanos como plantas con animales, o
bacterias y hongos, por ejemplo.

L os datos generados por la comparacion de secuencias de ARN ribosomal indican que la clasificacion clasica de
los reinos (plantas, animales, hongos, moneray proroctista), no corresponde alas ramas mas primigenias. En su
lugar se sugiere introducir una nueva clasificacion, usando un nuevo concepto de tres dominios: bacteria, arqueay
eucaria. De manera similar, mediante |la comparacion de secuencias de genes, cuya divergencia esintermedia, se
esta revisando la clasificacién atodos los nivel es, estableciendo relaciones més seguras entre diversas plantas,
animales, etcétera

Recuperacion de ADN fésil mediante la reaccién en cadena de polimerasa (pcr)

Como ya mencionamos en € capitulo |1, lareaccién en cadena de polimerasa permite obtener grandes cantidades
de ADN apartir de cantidades minusculas, incluso de una solamolécula. Asi pues, basta el material genético de
unas cuantas células para poder estudiarlo. Esta potente herramienta esta siendo utilizada en todos los ambitos del
ADN recombinante, en sus facetas basicay aplicada, a menos de 10 afios de su creacion.

Unade las aplicaciones més sorprendentes del método de la PCR lo constituye la recuperacién y secuenciacion de
segmentos de genes de muestras muy antiguas. Varios investigadores pensaron gque era concebible que material
biol 6gico preservado por diferentes procesos de fosilizacion contuviera aln cantidades detectables de ADN. Asi
pues, se dieron alatareade tratar de aislar algunos de estos segmentos de material genético usando laPCR.  Para
sorpresa de muchos, efectivamente ha sido posible amplificar y secuenciar diversos segmentos de ADN a partir de
muestras de increible antigliedad. El proceso de fosilizacion por &mbar ha sido especialmente benigno parala
preservacion del material bioldgico. El ambar es un materia resinoso, producto secretado por los arboles, que en
ocasiones atrapa material es biol 6gicos como hojas o pequefios insectos. Algunas de las muestras preservadas en
ambar tienen varios millones de afios de antigliedad y muestran con toda claridad |os caracteres morfol 6gicos de
los seres que ahi quedaron atrapados. Entre los gjemplos més notables de muestras estudiadas hasta la fecha se
encuentran los restos de una planta de unos 40 millones de afios de antigliedad, y de un gorgojo gue cuenta con
alrededor de 120 millones de afios.

Es importante hacer notar que todavia existe controversia acerca de lavalidez de este tipo de estudios. Es de
esperarse que el ADN en muestras de millones de afios de antiguedad se encuentre severamente dafiado y
fragmentado por procesos quimicos espontaneos. En opinidn de algunos, aun laincreible preservacion del airey
el agua que el ambar parece ofrecer no seria suficiente para mantener el ADN en un estado tal para ser estudiado.
Asimismo, se acepta unanimemente gue la recuperacion de ADN dé muestras, aun de |as rel ativamente reciente
(por e emplo, momias o animales extintos hace unos pocos miles de afios), serd siempre fragmentaria, incompl eta.

Esta capacidad parcial de atishar en el pasado de la evolucién biol 6gica promete una gama muy interesante de
estudios que indudablemente contribuiran a nuestros conocimientos. Y a sabemos, por € emplo, que los mamuts
eran parientes més cercanos del elefante africano que del asiético. O que €l tigre dientes de sable perteneciaala
familia de los grandes felinos, muy cercano aleonesy tigres, pero més alegjado de los pumas.



L as posibilidades de esta tecnol ogia también haincitado alaimaginacion. Laidea central de lanovela Parque
Jurésico, del escritor Michael Crichton, se basa, precisamente, en esta capacidad real de recuperar ADN muy
antiguo. Evidentemente, la distancia que existe entre aislar y secuenciar alguin pequefio fragmento de ADN
prehistérico y la de reconstruir e genoma completo de un organismo es abismal. Un obstaculo quiza todavia més
importante |o constituye el hecho de que el ADN, por si mismo, no es capaz de realizar funcion bioldgica alguna.
Requiere estar empaguetado en cromosomas 'y con toda la maguinaria celular a su disposicion para poder
expresarse. Durante miles de millones de afios una célula sélo ha provenido de otra célula, llevando consigo, no
sblo el ADN, sino también una buena parte del resto de los componentes celulares. Creo que no es dificil predecir
gue lareconstruccion total de lamas simple de las células (por jemplo, la de una bacteria), a partir de sustancias
guimicas aisladas, es una empresa de tan gigantescas proporciones que habran de pasar muchas décadas antes de
gue puedalograrse.

REFLEXION SOBRE EL IMPACTO DEL CONOCIMIENTO BIOLOGICO

En e capitulo que aqui concluye, se presenta una muestra minima de la avalancha de conocimientos generados a
partir del ADN recombinante. Si nos detenernos un minuto areflexionar, las mujeresy los hombres que vivimos
hoy somos |os primeros que tenemos acceso a un conocimiento méas o menos coherente de nuestra naturaleza
biolégica. Lafechas que marcan laformulacion y demostracidn de conceptos verdaderamente fundamentales son
todas increiblemente recientes!

L as decenas de miles de generaciones de Homo sapiens que nos precedieron, han centrado sus reflexiones en las
facetas trascendentes (religiones, sistemas fil 0séficos) y sociales de la naturaleza humana. Dos conceptos
inherentes a nuestra natural eza psicol égicay biolégica fueron (por necesidad) de indole tentativa o especul ativa.
S6lo ahora contamos con |los elementos para integrar una nueva concepcion del cosmos y de nuestra naturaleza.
Es éste un gran reto para nuestra generacion y las que nos sucederén.




[Nota 2] AL

2. Note €l lector que éste es un proceso "natural” del tipo de la recombinacion que ocurre en todo tipo de
organismos, pero que este caso produce una molécula de ADN recombinante, entre el ADN de un virusy €l de su
organismo hospedero. jEl ADN recombinante no resulta ser, después de todo, unainvencion humanal

“Inicio |




[Nota 3] AL

3. Losratones alos que se les inactivan genes especificos, [lamados "Knock Out" constituyen una poderosa
herramienta para evaluar €l papel de genes especificos en organismos superiores compl etos.

“Inicio |




[Notad] T

4. Estas cifras corresponden a otofio de 1995. Tomese en cuenta que la velocidad creciente de acumulacion de
informacion tiende a duplicar su niimero cada afio y €l paso se acelera continuamente.

“Inicio |




La nueva biotecnologia

COMOya hemos apuntado, la humanidad ha utilizado para su beneficio alos seres vivos desde épocas
inmemoriales. Muchas veces por accidente, y otras con gran ingenio y acuciocidad, se han ido descubriendo
maneras de obtener mejoras en las variedades animales y vegetal es que utilizan las diversas culturas, asi como en
los procedimientos que emplean para servirse de ellas. Las revoluciones agricolas, la domesticacion de animalesy
la produccion de vino, cerveza, queso y yogurt, no son mas que diversas manifestaciones de la biotecnologia.

Lo que podemos llamar "nueva biotecnologia' o biotecnologia moderna, es la que se sirve de las técnicas de ADN
recombinante pararealizar |la mejora de l0s seres vivos, con miras a su utilizacién. El impacto del ADN
recombinante ha sido profundo. Se habla hoy, por tanto, de que nos encontramos en la era de la biotecnologia.

En este capitul o apuntaremos algunas de las maneras como se pueden utilizar las capacidades de identificacion y
manipulacion de genes para la obtencion de productos o procesos Utiles al hombre. Con base en los conceptos
fundamental es descritos en |os capitul os anteriores, creo que sera mas fécil comprender las implicaciones que
tienen estos avances tecnol 6gicos, asi como las dificultades y limitaciones que condicionan su desarrollo.

Desde |os albores de laingenieria genética muchos intuyeron su inmenso potencial. Sin embargo, en un principio,
las metodologias y herramientas bioldgicas con las que se contaba eran muy limitadas. En poco mas de 15 afios
disponemos ahora de un verdadero arsena de técnicas que permiten avances cada vez mas importantes Creo que,
apesar de gue nuestra capacidad de asombro se encuentra muy disminuida, la moderna biotecnologia nos seguird
maravillando durante un buen tiempo. Los grandes avances también pondrén a prueba nuestra capacidad de
adaptacién y asimilacion de cambios, en el contexto de |os valores preval entes en nuestras sociedades.

UNA APLICACION INMEDIATA: PRODUCCION DE PROTEINAS HETEROLOGAS

Cas inmediatamente después de que se realizaron los primeros experimentos de ADN recombinante, seiniciaron
intentos para aplicar esta nueva capacidad (véase recuadro V. 1). Pareciaclaro que si se era capaz de transferir un
gene externo al interior de una bacteria, también se podria hacer que esa bacteriafabricara el producto codificado
por este gene. Surgio entonces laidea de producir proteinas Utiles mediante este mecanismo. Es importante hacer
notar gque ésta es solo la aplicacién mas simple e inmediata de laingenieria genética: obtener el producto de la
expresion de un solo gene dentro de la bacteriamas conocida. Aun asi, en la época en que se iniciaron los trabajos
pioneras en este campo, expresar un gene externo en E.coli constituia un reto de proporciones significativas.

RECUADROV .1. Las compafiias de biotecnologia. Fundacion de
Genentech.

En 1975, unos dos afios después de que |os primeros experimentos de ADN
recombinante habian sido logrados, algunas personas estaban rumiando la
idea de que esta metodol ogia podria tener importantes aplicaciones
comerciales. En formaindependiente, Herbert Boyer (vase en € capitulo |1,
"Concepto de clonacion molecular") y Robert Swanson, estaban tratando de
explorar la posibilidad de que esto ocurriera. Estos dos personajes
representaban |os dos elementos requeridos: Boyer en la cienciay Swanson
en lacomunidad financieray comercial. Ambos habian yatocado otras
puertas, mismas que no se habian abierto. Boyer habia planteado laidea de
producir proteinas humanas (por gjemplo, hormonas) utilizando el concepto
de donacion molecular que é estaba desarrollando. Swanson también habia
hecho contacto con algunas compariias y con otros prominentes bidlogos
moleculares. Las respuestas que uno y otro recibian eran vagasy poco




entusiastas.

Boyer y Swanson eran dos extremos destinados a unirse. En enero de 1976,
Boyer recibi¢ lallamada de Swanson y se manifestd entusiasta. Decidieron
reunirse y, mientras se tomaban una cerveza en un bar cercano ala
Universidad de California, en San Francisco, plantearon lafundacion de una
compafiia en la que se intentaria elaborar un primer producto mediante ADN
recombinante. Decidieron fundar la compafiia aportando capital semilla, en
partes iguales, consistente en cinco mil délares (Boyer tuvo que pedir
prestada su parte).

Lo que siguio a este histdrico encuentro fue ponerse en contacto con el grupo
de City of Hope, en el &rea de Los Angeles, que manejaba las técnicas de
sintesis quimica de ADN. Los genes que se proponian clonar y expresar no
estaban disponiblesy tendrian que ser sintetizados quimicamente.

Asi, convocando la participacién de algunos cientificos osados y
convenciendo ainversionistas aarriesgar su dinero en la nueva biotecnologia,
se fue constituyendo la primera compafiia destinada especificamente a
explotar las posibilidades del ADN recombinante: Genentech.

En la actualidad, la compafiia Genentech emplea a miles de personas, y sus
acciones fueron ofertadas publicamente hace al gunos afios por muchas veces
su valor nominal, haciendo millonarios alos socios fundadores. Esta empresa
lucha por mantener nuevos productos en el mercado, estableciendo
competenciay alianzas con las grandes companiias farmacéuticas.

En los Ultimos 15 afios las compariias dedicadas a la nueva biotecnologia se
han multiplicado. Ademés, las grandes compafiias farmacéuticas y quimicas
han capacitado y formado en sus departamentos de investigacion a grupos de
investigadores que emplean el ADN recombinante. En efecto, el ADN
recombinante dio origen aimportantes aplicaciones comerciales,
constituyendo una actividad que significa miles de millones de délares de
inversion para mercados en continuo crecimiento.

La proteina con la que se decidié probar si tal objetivo era posible fue la somatostatina. Esta es una pequefia
hormona proteica cuya principal virtud es, precisamente, ser una molécula pequeia. Al final de los afios setenta
no era alin posible obtener genes humanos a partir de su fuente natural, por lo que se decidi6 sintetizar
guimicamente e gene correspondiente (véase en €l capitulo |1 € recuadro 11.4). A este trabajo sigui6 otro con un
objetivo més Util: expresar la hormona insulina humana en E. coli. Hasta entonces, toda lainsulina que se
utilizaba para €l manejo de diabéticos se obtenia de cerdos sacrificados en los rastros, con la consecuente amenaza
de escasez. Ademés, lainsulina porcina no esidénticaala humana, por |0 que su uso causaba, en ocasiones,
efectos secundarios indeseables. Nuevamente, € gene fue sintetizado quimicamente (por supuesto, con la
secuencia correspondiente exactamente a la hormona humana) y donado en vectores que permitian su expresion
dentro de la bacteria, es decir; situado frente a regiones que promovieran su transcripcion (véase e recuadro 1V
1). A partir de entonces, la produccién bacteriana de insulina humana se ha convertido en un proceso comercial, y
el producto se puede comprar hoy diaen las farmacias.

La corta descripcion anterior no hace justicia ala gran cantidad de problemas précticos a los que se enfrentaron
antes de lograr € objetivo. Pero los obstacul os no impidieron que se iniciaran los trabaj os para obtener otras
proteinas humanas de gran valor. Entre éstas podemos contar la hormona del crecimiento, Gtil en los casos de
enanismo, entre otras. L os genes necesarios para esta segunda generacion de productos protei cos empezé a
provenir de sus fuentes naturales; en € caso de lahormona del crecimiento, a partir de ADNc (véase el recuadro
I11.2) obtenido de laglandula hipdfisis. Por desgracia, muchas de estas proteinas se producen naturalmente con
alteraciones propias de |as organismos eucariontes, que ocurren después de latraduccién, y que no sucede en las



células bacterianas. Se hacia necesario entonces desarrollar nuevos métodos de expresion de proteinas, utilizando
células eucariontes.

Expresion de proteinas en sistemas no bacterianos

Conforme las técnicas de ingenieria genética fueron avanzando, diversos microorganismosy células en cultivo
empezaron a ser susceptibles de transformacion. Asi, hoy disponemos de levaduras y otros hongos unicelulares
(que son organismos eucariontes) que se utilizan como fabricas de proteinas. También se emplean lineas
celulares de insectos 0 de seres humanos que se cultivan libremente en botellas. Con estos sistemas se obtienen
proteinas exactamente equivalentes alas humanas, o de alguna otra especie que se requiera.

Ademas de las hormonas, existen otras muchas proteinas de utilidad terapéutica que se han obtenido mediante
ingenieria genética (véase el recuadro V.2), gracias a esta bateria de sistemas de expresion, entre las que
encontramos vacunas, factores de crecimiento y regulacién celular, factores de coagulacién, etcétera.

Quizas el avance més significativo, en relacion con lafabricacion de proteinas de alto valor; sea, sin embargo, la
posibilidad de expresarlos en animales o plantas transgénicos (véase méas adelante).

Proteinas de interés industrial

Hemos revisado algunas aplicaciones médicas de |as proteinas producidas por laingenieria genética, que han sido
las més abundantes hasta el momento, pero de ninguna manera |as Unicas posibles. Como se dijo anteriormente, s
analizamos nuestro entorno desde la perspectiva de un bidlogo molecular podriamos decir que la biosfera es
producto de las proteinas. Todas las transformaciones que ocurren por mediacion de los seres vivos son, de una u
otramanera, llevadas a cabo por las proteinas. Por jemplo, materiales como lamadera, € hule, €l algodény la
lana. También las funciones mas complejas como lavision, lafotosintesis, etcétera.

RECUADROV .2. Proteinas terapéuticas expresadas por la ingenieria genética

Desde que | os trabaj os pioneros lograron la expresion de lainsulina humana en
bacterias —realizados en la compariia Genentech— se han empleado técnicas de ADN
recombinante para obtener muchas otras proteinas terapéuticas Utiles. Probablemente
varios cientos de proyectos se conducen en la actualidad en esta érea. Esimportante,
sin embargo, tomar en cuenta que |os aspectos regul atorios que es necesario desahogar
parallevar unainvencion al campo comercial son dificiles. Es notable, por ggemplo,
gue lainsulina humana, cuyo desarrollo se concibié en 1976, fue aprobada solo hasta
1983. En lalista que se presenta a continuacion se enumeran |os productos aprobados
hasta mediados de 1995, pero afio con afio se van agregando muchos més, a velocidad
cada vez mayor.

Propuestas
Afeccion terapeuticas
seleccionadas

Productos
avanzados

Enfermedades Autoinmunes

Esclerosis mltiple : . .
P (Mecanismosinciertos) |INF-3¢ Anticuerpo

Artritis reumatoide . .
Anticitocina anti-TNF-a




Deficiencias sanguineas

Anemia Estimular la . .
L. . Eritroproyetina
produccion sanguinea
Sustitutos sanguineo .
g Reemplazo Hemoglobina
. L, Estimular la
uimioinduccién ., ]}
Q produccién de células G-CSF
sanguineas
Hemofilia
Reemplazo Factor VIII
Cancer
Transplante de médula i i0 e
Sp Prol |fer§0| 6n de células G-CSF
inmunes
L . Estimulacion INF-a
eucemia inmunoldgica
Linfomadecélulas T . A“”.“?”‘ar Ia, Fusién Toxina-IL-
aniquilacion de cdlulas 5
tumorales
Melanoma E stimul a{:| on IL-2. Vacunavs
inmunol égica
) Melanoma
Vacunacion
Cancer rena i Te
Estimulacion IL-2/INF-y
inmunol 6gica
Enfermedades cardiovasculares
Infarto del miocardio . ., .
Disolucién de codgulos tPA

Anginareestenosis

Enfermedades genéticas

Bloquear agregados de
plaquetas

Anticuerpo GP-1l1a

Fibrosis quistica

Adelgazamiento de
moco

DNasa

Diabetes

Reemplazo hormonal

Insulina Humana

Enfermedad de Gaucher

Reemplazo enzimatico

Glucocerebrosidasa

Deficienciadel crecimiento

Reemplazo hormonal hGH
Agentes infecciosos
. - i i6 INF-

Virus de la hepatitis .ES“ mul acion a
inmunol 6gica Vacunade
Vacunacion subunidad

VIH (agente del sida [ i6

(ag ) Estimulacion INE-a/IL-2

inmunol 6gica




Virus papiloma

Vacunacion
Bordetella pertussi .ES“ mul acion
inmunol 6gica INF-a
V acunacion
Padecimientos inflamatorios
Alerci Activacion delas Anticuernos |E
ergia células cebadas Posig
Padecimientos transplante vs.
. Bloquear-receptor IL-2 :
huésped X .
=P Anti-endoxina Anticuerpo
k sépti o
Shock séptico Anticitocina BPI
Enfermedades del sistema nervioso
Esclerosis amielotrofica latera Fortalecer la IGE-1
supervivencia neuronal
Bloqueo del dafio
Trauma oxidativo PEG-SOD
L esiones en la piel |
Curaciones de lesiones i0
(I\;/(Ialoﬂglrar lafuncion TGF-B/PDGF

INF = interferdn.

TNF-a = factor de necrosis tumoral o

G-CSF = factor estimulante de colonias granulocitico

IL2 = interleucina-2

tPA = Activador de plasmindgeno tisular

GP = Glicoproteina

hGH = Hormona humana de crecimiento.

BPI = Proteina bactericidal/incrementadora de permeabilidad.
IGF-1 = factor de crecimiento tipo insulina.

PEG-SOD = Superéxido dismutasa-polietilenglicol.

TGF-B/PDGF = B/factor factor de crecimiento transformante de crecimiento
paguetario.

VIH = Virus de inmunodeficiencia humana




L a sobreproduccion de proteinas por medio de laingenieria genética permite el acceso alas herramientas que
utilizan los seres vivos para transformar su entorno y realizar sus funciones. Con estas proteinas se pueden
efectuar procesos Utiles y novedosos. Véase €l capitulo siguiente, "Biocatédlisis e ingenieria de proteinas’ donde se
tratara este aspecto con mas detenimiento.

ANIMALES TRANSGENICOS, GRANJAS MOLECULARES

Hace unos siete afios, en una reunién cientifica conoci a un investigador, quien estaba por regresar a México, y
gue durante su doctorado habia desarrollado métodos mejorados para €l cultivo de células animales. Su trabgjo le
permitia la produccion directa de anticuerpos en estas células. Cuando |e pregunté si sentia que éste seriad futuro
de la produccion de anticuerpos (en vez de producirlos naturalmente en animales como conejos, caballos o cabras,
como se hacia hasta entonces), €l contestd que creia que mas bien se haria en animal es transgénicos. En aquel
entonces me parecié muy importante que este cientifico, recién doctorado, tuvierala visién para prever que su
trabajo podria ser desplazado en el futuro por otros avances. Por otra parte, pensé que la posibilidad que
comentabamos estaba muy distante en € futuro.

Sorprendentemente, para mi, podemos decir que este futuro ha llegado ya. Las investigaciones con sistemas de
microinyeccion y cultivo de embriones, en la actualidad, permiten introducir genes a varias especies en forma
estable, entre las que se encuentran las ovejas. Quizas algunos lectores intuyan laimplicacion de esto. A partir de
las ovejas se obtienen grandes cantidades de leche, rica en proteinas. En efecto, en la medida que sabemos acerca
de la expresion de los genes de la glandula mamaria, podemos pensar en manipular este sistema para que se
elaboren en ella productos diferentes. Utilizando estos conceptos, ya existen [os primeros animales transgénicos
que producen proteinas de interés médico. Uno de |os primeros ejemplos lo constituye el caso delaa-1
antitripsina humana, que se utiliza en la terapia de una carencia hereditaria, bastante frecuente, que condiciona el
enfisema. Desgraciadamente, aunque la administracién de esta proteina permite una vida saludable, habia que
obtenerla de suero humano, en grandes cantidades, para sostener |as dosis requeridas por un alto nimero de
enfermos. Esta situacién orill6 al gobierno de Estados Unidaos, por ejemplo, aregular y limitar €l uso de este
tratamiento, por lo que resulté un objetivo atractivo para desarrollar un sistema de alta produccién. Paralograr
este propdsito, investigadores britani cos crearon moléculas de ADN recombinante donde se combiné el gene que
codifica paralaa-1 antitripsina humana, colocado frente alaregién regulatoria del gene de la 3-lactoglobulina
(unade las proteinas de laleche) ovina. Al microinyectar este gene en embriones de borrego, se logra, en algunos
casos, integrar establemente a genoma, y que se herede en generaciones sucesivas. En algunas de estas ovejas
transgénicas, el gene se expresa especificamente en la glandula mamaria, y se obtiene leche con grandes
cantidades de a-1 antitripsina humana. Estas ovejas han producido hijas que mantienen esta caracteristica. jSe
dispone ahora de un rebafio de ovejas que constituyen una fuente inagotable de la proteinal

Laposibilidad de utilizar "granjas moleculares" en las que |os animales producen leche proteinas de altisimo valor
y utilidad es realmente un triunfo mayusculo de la biotecnol ogia moderna. Pensemos que, con gran seguridad, en
pocos afios los enfermos con deficiencias de alguna de estas proteinas, por gemplo los hemofilicos, dispondran de
una fuente relativamente barata para conseguirlas. Recientemente se anuncio ya la obtencién de vacas
transgénicas.

L os animal es transgénicos también pueden usarse para muchos otros propositos. Me limitaré a citar sélo dos
ejemplosilustrativos adicionales:

El primer giemplo lo constituye la creacion de animales modelo para experimentacion, como ratones con genes
gue los predisponen a adquirir cancer; o ratones con genes mutantes que manifiestan sintomas como los de la
fibrosis quistica (véase en € capitulo I11, "Aislamiento de los genes responsables de enfermedades hereditarias”).
En otro giemplo ilustrativo, en el que participaran investigadores del Instituto de Biotecnologia de laUNAM se
explorarala posibilidad de utilizar mosquitos transgénicos, resistentes al plasmodio (protozoario causante del
paludismo), para controlar la proliferacion de este microorganismo en las zonas tropicales. Lalistade
posibilidades, en proceso y en proyecto, es verdaderamente impresionante.

PLANTAS TRANSGENICAS, LA NUEVA REVOLUCION VERDE

Mas adelante en este mismo capitulo ("El diagnéstico molecular”, p. 132) describiremos |os procedimientos



fundamental es parala produccién de plantas transgénicas. Nos preguntamos ahora ¢qué posibilidades se abren
para beneficiar las plantas existentes, por medio del trasplante de genes? Aun cuando, en este momento, las
probabilidades técnicas permiten visualizar fundamentalmente laintroduccion de sdlo un gene alavez, ya se han
obtenido logros notables. Analicemos algunos ejemplos.

Uno de los problemas gque se han generado a partir del cultivo intensivo es el uso exagerado de fertilizantes y
pesticidas. Debido a esto, €l desarrollo de bioinsecticidas ha recibido importante atencion en los Gltimos tiempos.
En particular, € microorganismo, Bacillus thuringiensis, que naturalmente produce una proteina toxica (toxina
BT) para diversas especies de artrépodos (insectos y aracnidos, por € emplo). Estas bacterias pueden ser
cultivadas y administradas alos cultivos, y constituyen un insecticida biodegradable y seguro. El paso siguiente
consistio en introducir el gene que codifica para esta toxina a una planta de tabaco (por supuesto fusionado a una
region regulatoria que permitiera su expresion en la planta, particularmente en las hojas). Las plantas transgénicas
resultantes son inmunes a las larvas de palomillas que normamente merman este cultivo. Al cabo de consumir un
poco de lahoja, lalarva se vuelve inactivay muere, envenenada por latoxina BT. Es importante resaltar que esta
toxina es completamente inocua para otros animales, incluido, desde luego, €l ser humano.

Una caracteristica muy interesante del reino de las plantas es que paravivir se han adaptado a ambientes
extremos, ya que no pueden huir de ellos. Asi, encontrarnos plantas capaces de vivir en condiciones de sequia,
salinidad, etc. También |os vegetales han desarrollado funciones para defenderse de ser ingeridas
indiscriminadamente. Cada especie animal gusta solo de ciertas plantas y las puede comer sin enfermarse.( Por
encima de todo esto, |os seres humanos tendemos a ser muy selectivos en nuestra alimentacion. Algunos de
nosotros sdlo compramos frijol "flor de mayo", sin importarnos si nos resulta un poco més caro, 0 Si sus
propiedades alimenticias no son tan buenas como las de alguna otra variedad. Asi que no todas |as caracteristicas
apreciadas se encuentran juntas en la misma planta. Tipicamente encontraremos que unas variedades son
sabrosas, otras son nutritivas, otras mas, resistentes alas inclemencias del clima, etcétera.)

La nueva biotecnologia de plantas nos permitirair introduciendo, a principio uno por uno, |os genes que se vayan
identificando como responsables de conferir ciertas caracteristicas atractivas a las variedades de plantas que nos
son mas Utiles.

El primer ggemplo de una planta transgéni ca que se encuentra en explotacion comercial atafie precisamente a uno
de los aspectos "frivolos' de nuestras costumbres alimenticias. En relacidn con este caso, recuerdo algo que hoy
me divierte mucho y se remonta a cuando me encontraba en California, capacitindome en la tecnologia de sintesis
guimicade ADN. Mi hermano Jorge, quien se dedica ala ecologia, se encontraba entonces en Inglaterra
haciendo su doctorado. Al saber que yo estaba participando en la tecnologia, entonces naciente, de laingenieria
genética, me decia en una de sus cartas, que hiciera el favor de clonarle "el gene del sabor de los jitomates'. Los
jitomates ingleses no sabian a nada. Este no pasaba de ser un comentario locuaz en aguella época. A 13 afios de
distancia se convirtio en algo visionario.

Resulta que los jitomates, como muchas otras frutas, siguen madurando una vez que se cortan de la planta, Pero
no es lo més adecuado porque no alcanza el mejor sabor y, por supuesto, eventualmente hace que la fruta se
pudra. Se recurre entonces a cortar lafruta verde para prolongar su vida de anaguel. Cuando llegaa consumidor
parece madura, pero su sabor deja mucho que desear. Pararesolver este problema, una compafiia biotecnol dgica
californiana desarrollé el jitomate flavr-savr (sabor rescatado). El truco utilizado es muy ingenioso. El objetivo
era"apagar" laexpresion del gene que codifica para la enzima fundamental mente responsable del proceso de
maduracion (y putrefaccidn posterior), pero habia que hacerlo justo después de que la fruta se cortara de la planta.
De esta manera, se podia dejar madurar € jitomate hasta su término, cortarlo, y suspender €l proceso de
maduracion, prolongando lavida de anaquel de unafruta que ya adquirié su sabor 6ptimo. El mecanismo para
inhibir 1a expresion del gene mencionado se conoce como tecnol ogia antisentido. Con esta tecnologia se
transforma el organismo con un gene artificial que contiene unaregion de control, activado en el momento
apropiado, seguido de un segmento que, a ser transcrito, produce un ARN complementario (es decir, en sentido
contrario) a gene que se deseainhibir. De esta manera, se pueden "apagar" genes selectivamente en determinadas
condiciones, casi sin dterar €l resto de los procesos celulares, dada la gran especificidad que muestrael ARN
antisentido. Esta tecnologia se aplico exitosamente en € jitomate, y se obtuvo un producto claramente superior a
disponible previamente. Mas adel ante describiremos cémo se puede aplicar una tecnologia similar para combatir;
por gjemplo, lareplicacion de virus.

Nuevamente me he limitado a citar algunos ejemplos, particularmente atractivos desde mi punto de vista, pero



gue de ninguna manera constituyen una muestra representativa de las técnicas actualmente en desarrollo. Espero
que €l lector interesado encuentre informacién adicional en otras fuentes pero que con gjemplos de este libro
tenga presentes |os logros obtenidos, y que al mismo tiempo conozca cuéles son sus limites hasta alafecha.

EL VALOR DE LA BIODIVERSIDAD EN EL CONTEXTO DE LA BIOTECNOLOGIA MODERNA

Con los gjempl os anteriormente citados, creo que €l lector puede tener una sensacion mas clara de como,
trabajando con las herramientas disponibles, |as modalidades de manipul acién que laingenieria genética ofrece,
conduce alaaplicacién de técnicas con caracteristicas totalmente revolucionarias. Me quiero permitir ahora hacer
una elucubracion personal en relacion con un tépico de gran actualidad: € de la biodiversidad, en el contexto de
la nueva biotecnol ogia.

Esta claro que quienes habitamos el planetatierralo compartimos con millones de diversas especies. Vemos el
caso de |os seres humanos, que han considerado |os recursos naturales objeto de uso y explotacion, muchas veces
en formaindiscriminada. La cultura moderna fomenta cada vez mas un sentido de respeto y preservacion de todo
lo que nos rodea. En este sentido, las nuevas armas de la biotecnologia pueden utilizarse, y se ha hecho acopio de
ellas parael mejor conocimiento y conservacion de | os recursos bidticos. ¢Qué podemos decir; sin embargo, dela
faceta de explotacion de los recursos naturales? Es en este &mbito donde algunos de los detractores de la

bi otecnol ogia encuentran un campo fértil.

En forma simple, su argumentacién consiste en sefidlar que | as capacidades de manipul acién nos llevaran a
destruir y alterar los ecosistemas de manerairreversible. En el epilogo de este libro expreso algunos puntos de
vista en este sentido. Por el momento, sin embargo, me limitaré a dar una vision sobre nuevas modalidades de
explotacion de recursos bidticos que considero pueden ser material de reflexion.

Uno de los aspectos que se destacan con més insistencia sobre el valor de las especies es lariqueza que
representan en términos de sustancias con posible valor terapéutico. En mi opinidn, este aspecto valioso dela
biodiversidad ira disminuyendo paulatinamente (véase en el capitulo siguiente, "Aplicaciones de lainformacién
estructural™) quiza mas pronto de lo que imaginamos.

Por otro lado, es muy importante comprender que la capacidad de manipulacion de organismos complejos
permanecera, probablemente durante mucho tiempo, en niveles muy modestos. Se pueden alterar uno 0 mas
genes, pero es completamente impensable en la actualidad, como podriamos crear un organismo nuevo y
diferente, por simple que éste fuera. La complejidad que representatal g ercicio tiene una magnitud superior ala
gue hoy vislumbramos pararealizar (véase, por gjemplo, la discusién sobre las ideas de Parque Jurasico, en €l
capitulo anterior; "Recuperacién del ADN fésil mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR)"). Asi pues,
la biodiversidad que han creado miles de millones de afios de evolucion constituye un tesoro irrepetible, mucho
mas complejo de lo que podemos siquiera entender; no se diga recrear. Nuestro papel es, por € momento,
preservarlo y estudiarlo. Seguramente, en muchos casos |o podremos utilizar en formas que hoy diani siquiera
imaginamos.

Terminaré esta seccidn describiendo un ejemplo de lo que la diversidad bioldgica requiere parallevar a cabo
obj etivos especificos, abordables en el futuro inmediato.

Un giemplo: laingenieria de las vias metabdlicas

Es bastante conocido que |os antibi6ticos, |os medicamentos que mas éxito han tenido en la farmacol ogia
moderna, se tienen a partir de microorgani smos mediante procesos de fermentacion. Con las técnicas de genética
microbiana se halogrado mejorar notablemente este proceso de produccion.

Cuando Fleming descubri6 hace varias décadas que el hongo Penicillium producia una sustancia que inhibia el
crecimiento de las bacterias, la cepa con la que trabgjaba (un simple hongo del pan), manufacturaba cantidades
minUsculas del antibiético. Hoy dia, las cepas de Penicillium que se utilizan comercialmente han sido

mani puladas para producir cientos o miles de veces mayor cantidad de penicilina. Durante mucho tiempo estas
mani pul aciones se realizaron através de procedimientos de genética microbiana clasica. Més recientemente, por
supuesto, se han empleado técnicas de ADN recombinante paralograr refinar alin mas la produccion de
antibidticos. Un asunto notable es que la penicilina se sigue produciendo a partir del hongo Penicillium. No ha
resultado posible, ni deseable, empezar a producirla, por €jemplo, en Escherichia coli. Tomemos en cuentaque la



produccion de un antibi6tico se presenta en o que se denomina metabolismo secundario. Estas vias bioquimicas
son propiasy especificas de ciertos organismos, pero no se encuentran presentes en otros. Para poder trasplantar
la capacidad de producir un antibi6tico a un organismo diferente, tendriamos que clonar toda una bateria de
genes. Ademés de esto, los sustratos que inician € proceso biosintético no necesariamente estan disponibles en
células de especies agjadas. En el caso de los antibidticos, se halogrado hacer trasplantes, como los
mencionados, a otros organsimos parecidos, por ejemplo lalevadura.

De la discusion anterior podemos hacer una conclusion interesante. Més alla de la expresién de un gene
especifico, o de una serie de ellos, hay todo un entorno biogquimico que permite producir ciertas sustancias en
unas células, pero no en otras. ¢COmo podriamos entonces aplicar laingenieria genética para producir moléculas
pequefias (tiles? Precisamente mediante € estudio y manipulacion de muy diversos organismos, previamente
adaptados para hacer algo parecido alo que necesitamos. De esto trata laingenieria de las vias metabdlicas.

Seria extraordinario que pudiéramos producir cualquier sustancia de la misma manera que hoy se producen los
antibidticos. El proceso de fermentacion es més limpio que un proceso sintético industrial. Por desgracia, la
mayoria de los productos quimicos que utilizamos no tienen mucho que ver con lo que |os seres vivos producen.
En la medida que conocemos la bioquimica de los organismos, y aprendemos a transformarl os genéticamente,
podremos, sin embargo, seleccionar los mas adecuados para producir sustancias especificas.

Uno de los gjempl os actuales de la aplicacion de esta tecnologia se hallaen lafabricacion del colorante indigo,
gue se usa paralatincién de lamezclilla. Este colorante se puede obtener de fuentes vegetales, pero el proceso ha
resultado poco competitivo con la sintesis quimica. En épocas recientes, mediante procesos de ingenieria
genética, se han podido introducir en genes E. cali que le permiten producir indigo. Se trata de unos pocos genes
gue producen enzimas capaces de transformar un producto del metabolismo primario (presente en muchas
especies microbianas) en indigo. Ademés de introducir estos genes, ha sido necesario alterar algunos de los
procesos metabdlicos naturales de E. coli paralograr aumentar la productividad. Gracias a conocimiento de esta
bacteria, y ala herramienta de laingenieria genética, se han podido alterar especificamente ciertos genes, de
manera dirigida.

L os primeros ejemplos de la alteracion del metabolismo de microorganismos nos indican que aunque resulta
dificil, estatecnologia es posible. Creo que podemos imaginar un futuro, no demasiado Iejano, en e que podamos
programar microorganismos o plantas para fabricar productos farmacéuticos especificos. Quizaen el futuro los
antiinflamatorios que hoy se producen por sintesis quimica puedan ser elaborados mediante fermentacion, o a
través de un cultivo agricola.

EL DIAGNOSTICO MOLECULAR

Muchos de nosotros hemos experimentado 1o importante que es tener un diagndstico preciso para poder contender
contra una enfermedad. Un enfermo puede desfilar frente a diferentes médicos, de todos tipos, en su
desesperacion por lograr que le digan precisamente qué mal padece. Ciertamente, una de las mas importantes
cualidades de un médico deberia ser un diagndstico certero.

A través de la historia, |os médicos han confiado en métodos muy variados parallegar a diagndstico. Explorar a
paciente, preguntarle como se siente, observar signos, interrogarlo sobre |os sintomas, son técnicas que se han
usado durante siglos. La medicina moderna, sin embargo, recomienda con mucha frecuencia practicar algunos
"estudios’.

En laactualidad, lamayoria de los andlisis practicados, en lo que se refiere a estudios bioquimicos o

infectol 6gicos consisten en procedi mientos rel ativamente complicados, disefiados especificamente para cada caso.
Por e emplo, un estudio para determinar la presencia de amibas requiere la observacion microscopica, por parte de
un experto, de una muestra, preferiblemente fresca. En una biometria hematica es necesario también el conteo
directo de células en preparaciones microscopicas. En lamayoria de los casos, |a deteccion de bacterias patégenas
consiste en el cultivo de las mismas, en medios especiales, seguido de su identificacidn, por procedimientos
bacteriol 6gicos complejos. Para detectar compuestos particulares en los fluidos fisiol 6gicos, como transaminasas,
bilirrubina, etc., se necesita aplicar un procedimiento de incubacion con diversos reactivos y su posterior
cuantificacion.

Las nuevas técnicas y conoci mientos aportados por |a biologia moderna permiten visualizar un futuro muy



diferente para el campo del diagndstico. Uno de los primeros factores que se deben tomar en cuentaes que las
causas de muchas enfermedades se irdn conociendo en forma mucho més precisaa nivel molecular. Asi, con la
informacion derivada del Proyecto del Genoma Humano, se conoceran |os genes responsables de enfermedades y
su predisposicién a padecerlos. Los microorganismos patdgenos seran escudrifiados de manera altamente
detallada, a grado de conocer la secuencia nucleotidica de muchos de sus genes. Con estainformacion alamano
se pueden empl ear las mismas técnicas que se han descrito anteriormente, pero ahora para detectar; en muestras
fisiol6gicas la presencia de genes relevantes que ateran la salud. De hecho, |as propiedades de reconocimiento
molecular que ya se explotan en unos pocos sistemas de diagndstico muy sencillos, como las pruebas caseras de
embarazo, nos permiten darnos unaidea de lo que podria ocurrir en €l futuro.

Por ejemplo, mediante el uso de la Reaccion en Cadena de Polimerasa, es posible amplificar secuencias
provenientes de unas cuantas células de la bacteria Salmonella tiphy, causante de lafiebre tifoidea. El intimo
conocimiento de los genes de esta bacteria, permite disefiar sondas de hibridizacion especificas para ella, que dan
lugar auna sefial (fragmento amplificado) sélo en € caso de que sea Salmonella tiphy la bacteria identificada.

Similarmente, a partir de una peguefiisima muestra (un ligero raspado de mucosa bucal), se podran amplificar e
identificar cuaesguiera de los diversos genes que se sospeche puedan estar causando o condicionando la
aparicion de ciertos sintomas en el paciente. Quiza en estos momentos el empleo de este tipo de técnicas nos
parezca complejo y, de hecho, se empleatodavia en menor proporcion respecto a otros procedimientos. En pocos
anos, sin embargo, la acumulacion de conocimientos hara que |os esquemas antes descrito sean aplicables para
muchas enfermedades. Adicionalmente, la gran versatilidad de |os esquemas basados en la propiedad de
reconocimiento molecular de los &cidos nucleicos permite el desarrollo de métodos cada vez méas simples,
sensibles y especificos. Es prabable que, en un futuro no muy distante, € médico cuente con una serie de sistemas
de deteccion, de manejo muy sencillo (tales como cintas reactivas que cambian de color), que le permitan afinar €l
diagndstico en su propio consultorio.

L a nueva biotecnol ogia también abre interesantes perspectivas parala deteccion y cuantificacion de otros tipos de
sustancias corporales (aungue no consistan ni contenga acidos nucleicos), como moléculas pequefias. En este
caso, € desarrollo que me parece méas promisorio reside en dispositivos [lamados biosensores. Un biosensor esta
constituido por dos componentes. uno biolégico, que realiza la funcién de reconocimiento especifico, y uno
electronico, que llevaacabo €l registro del evento de reconocimiento molecular; de manera observable y
cuantitativa. Por jemplo, para detectar |a cantidad de glucosa en la sangre de un individuo se han desarrollado
biosensores, que ya se utilizan comercialmente en la actualidad. En estos aparatos se coloca una enzima que actua
especificamente sobre la glucosa (y no sobre ningun otro de los miles de compuestos de la sangre), y llevaa cabo
una reaccion quimica que acidifica el medio. Esta enzima se inmoviliza sobre una pequefia membrana, que asu
vez se coloca cerca de un electrodo capaz de medir la acidez. El electrodo responde ala acidez enviando una
peguefia corriente el éctrica que se puede registrar mediante un aparato el ectrénico adecuado. Como se puede ver;
ésta es una operacion verdaderamente simple: sumergir un peguefio el ectrodo (que semeja un tubito de vidrio)
dentro de lamuestra, y anotar el nimero que registra una carétula electrénica. Una de | as cracteristicas més
interesantes de | os bi osensores es que son susceptibles de miniaturizarse. Existen industrias japonesas que la
trabajan precisamente en esta area. Los biosensores del futuro podran ser dispositivos verdaderamente
microscépicos, que incluso podrian llevarse internamente, en €l caso de que un paciente requiera un constante
monitoreo de |os niveles de cierta sustancia corporal. La aportacién importante de la biotecnol ogia moderna en
este campo es que la identificacién y manipulacién del componente biol6gico del biosensor (que le confiere su
especificidad) esta siendo revolucionada por todas las técnicas que hemos mencionado en este libro.

El ADN recombinante y la medicina forense

El lector podra darse cuenta facilmente que la capacidad de identificar con gran finurala naturalezay origen de
muestras minusculas de material bioldgico puede aplicarse directamente en los seres humanos. Es decir; la
identificacién molecular es capaz de determinar inequivocamente si un pelo, o lapiel atrapada bajo una uia,
corresponde a un individuo en particular (por € emplo un sospechoso). ¢Cémo se logra esto? Lo que se pretende
es disefiar procedi mientos que permitan resaltar las pequefias diferencias de secuencias genéticas que existen entre
un individuo y otro. Estas diferencias o "polimorfismos’, estdn en las moléculas, y las observamos con toda
claridad en su manifestacion exterior (fisonomia, color de lapiel, etc.). Mediante un disefio ingenioso de la
Reaccién en Cadena de Polimerasa, se puede obtener un patron el ectroforético de bandas de ADN (véase €
recuadro |1.1) que revela con seguridad estas diferencias. En otras palabras, el patron de bandas que se obtiene de



una muestra proveniente de un individuo, utilizando determinado conjunto de oligos sintéticos parainiciar la
reaccion de la PCR (véase lafigurall) constituye una especie de "huella digital molecular” de ese individuo.
Basta comparar los patrones obtenidos de |la muestra hallada en la escena del crimen con los patrones obtenidos
de los sospechosos, para decidir de quién provino lamuestra. (La controversiasobre si estas pruebas son
aceptables en un juzgado surge de que, por e momento, se puede afirmar que dos muestras no corresponden al
mismo individuo, pero afirmar que si corresponden, se refiere s6lo a una probabilidad.) Este tipo de andlisis se ha
empleado también, por jemplo, en pruebas de paternidad.

Uno de los aspectos que |a sociedad tendra que atender y reglamentar es €l uso legitimo de esta potente

metodol ogia. No cabe duda que la capacidad de identificar con sencillez individuos y sus caracteristicas genéticas
se prestaalainvasion de la privacia, aniveles que no han sido posibles anteriormente. Pensemos también que las
técnicas de identificacion y diagndstico molecular pueden aplicarse en embriones humanas, para la determinacion
de propensién a enfermedades, etc. Quiza una de las derivaciones més interesantes consiste en que seremos
capaces de saber s somos portadores de genes responsabl es de enfermedades de efectos devastadores, como la
enfermedad de Alzheimer; la de Huntington, la esclerosis mlitiple y la esclerosis lateral, la distrofia muscular;
etc., que suelen aparecer en etapas avanzadas de lavida, y que no se manifiestan con anterioridad. Estas
posibilidades presentan retos de gran importancia parala psicologiay la sociologia del futuro.

AGENTES TERAPEUTICOS RACIONALES

Con base en los conocimientos disponibles sobre las causas de las enfermedades, cada dia es més posible disefiar
racional mente nuevos agentes terapéuticos. En el capitulo siguiente se tratara el caso del disefio que requiere de la
informacion estructural de las macromol écul as participantes. En esta seccion describiré las posibilidades de
utilizar agentes dirigidos contra los genes que intervienen en la enfermedad. En este caso, €l conocimiento
requerido es el de la secuencia nucledtidica de dichos genes, y €l agente terapéutico seria alguna variante de un
&cido nucleico.

Como yase explico en laseccién "Las moléculas de lavida' del capitulo |, los &cidos nucleicos son moléculas de
exquisita especificidad. En principio, podemos imaginar que si un &cido nucleico, por g emplo, un
oligonucledtido, puede ser utilizado como sonda de hibridizacién para detectar genes en preparaciones de
laboratorio, deberia ser también posible utilizarlas como sondas "asesinas', destinadas a adherirse e inactivar al
gene cuya secuenciales es complementaria. La utilizacion de este esquema presenta, desde luego una serie de
dificultades practicas. Es necesario lograr que €l oligo penetre en las células, y en las cantidades necesarias para
inhibir a gene gque se pretende contrarrestar. Asimismo, se necesita evitar que el oligo sea degradado en su
camino, y al penetrar en la célula. En muchos laboratorios se trata de encontrar mecaniSmos para sortear estos
obstécul os. Se ha comprobado, por gjemplo, que en una cantidad suficiente, la sola asociacion de un
oligonucledtido "antisentido" (es decir; complementario ala hebra codificadora de un gene>, puede ser suficiente
parainhibir la expresion de ese gene. También se empiezan a descifrar |as reglas que determinan que ciertos
oligos se asocien al ADN de doble cadena, formando unatriple hélice. Otra técnicareciente de gran interés
consiste en la fabricacion de moléculas and ogas a los oligonucledtidos, donde las bases se unen unas a otras no
por medio de azlcar y fosfato, sino de enlaces parecidos alos de los péptidos o proteinas. A este tipo de

mol éculas se les hallamado PNA (Peptide Nucleic Acid). Este descubrimiento constituye, nuevamente, un tributo
a valor de unaidea simple, pero que dio justo en el blanco. Con sorpresa, incluso de sus propios inventores, €
PNA es capaz de esa asociacion no sélo cumpliendo las reglas de apareamiento de Watson 'y Crick (A con T,y G
con C), sino que ademas lo hace con mucha mayor fuerza que el ADN natural. Esto le otorga la capacidad de
"invadir' o desplazar una de las hebras de ADN duplex, con € posible resultado de alterar o inhibir 1a funcion del
gene invadido.

La utilizacion de oligos antisentido ha tenido, hasta el momento, una aplicacién limitada, aun en estado
experimental (como en e tratamiento local del herpes). Podemos vislumbrar; sin embargo, que lasimplicidad del
concepto le augura un muy interesante futuro. De hecho, las companiias dedicadas a la produccién de insumos
parala sintesis quimica de oligonucleétidos han estado muy activas desarrollando métodos para la sintesis masiva
de estas sustancias, en espera de que el mercado de |os oligos terapéuticos llegue a crecer considerablemente.

El concepto de intervenir en un proceso biolégico utilizando |as propiedades de hibridizacién de los &cidos
nucleicos se ha aplicado también en variantes de la terapia génica, que se describe en la siguiente seccion.

LA TERAPIA GENICA



Todos hemos escuchado y comentado cémo la medicina actual emplea procedimientos que, en muchisimas
ocasiones, solo contrarresta los sintomas, pero no atacan alas causas de la enfermedad. Claramente, las causas
ltimas de gran cantidad de las enfermedades son de naturaleza genética. Hasta el momento hemos visto como se
identifican y diagnostican pero ¢seré posible curarlas? La respuesta, hasta hace algunos afios, era afirmativa, en
un futuro relativamente distante. Hoy en dia, se observa como este futuro ha llegado mucho mas rapido de lo que
Se pensaba.

Laposibilidad de intervenir en el patrimonio genético de una persona para corregir algin defecto genético es, en
realidad, la forma més perfectay compleja de tratamiento. ¢Qué elementos técnicos se requeririan paralograr este
objetiva? Y a hemos visto que se han podido obtener animal es transgénicos, en 10s que se encuentran presentes
genes externos o alterados, obtenidos por medio de laingenieria genética (véase el recuadro 1V .4y en este
capitulo, "Animales transgénicaos, granjas moleculares') pero en los casos mencionados la introduccion de genes
se hace en €l nivel embrionario. Para laterapia génica en seres humanos, hasta ahora no se han llevado a cabo este
tipo de manipulaciones. Si € objetivo es curar aun individuo, |0 que se requiere es reparar los genes de las
células que constituyen a cuerpo desarrollado. Evidentemente esto representa un reto formidable. Sin embargo,

en algunos casos favorables, laterapia génica es un procedimiento factible, y los primeros protocolos ya se estén
sometiendo a pruebas clinicas.

En su forma mas simple, la terapia génica se puede aplicar a células que pueden ser retiradas del cuerpo, y
reintroduci das nuevamente. Esta terapia, denominada ex vivo, es posible, por giemplo, en el caso delas células
sanguineas. Todos hemos oido hablar del trasplante de médula ésea, la cual contiene las células precursoras de
muchas células sanguineas, de manera que si ésa se reemplazay eliminan las células sanguineas preexistentes,
una persona puede volver a poblar su sangre con células provenientes de la nueva médula 6sea. Hasta ahora, la
médul a 6sea el egida para reemplazar la defectuosa debe provenir de una persona cercanamente emparentada con
el individuo receptor; debido a que de otro modo las reacciones de rechazo inmunol dgico serian intolerables. En
cambio, los procedimientos biotecnol 6gicos modernos permiten manipular una poblacién de células de lamédula
Osea del propio paciente, introduciéndoles |os genes correctos, luego identificar y separar las células ya sanas, y
finalmente reintroducirlas al paciente. Mediante este tipo de terapia génica se espera poder curar muchas
enfermedades de la sangre.

En otros casos, €l tejido enfermo no puede ser removido, pero es muy accesible, como en lafibrosis quistica. En
el capitulo 111, "Aislamiento de |os genes responsables de enfermedades hereditarias’ describimos como se logré
aislar el gene cuyo defecto es responsable de esta enfermedad, y en la seccion "Animales

transgéni cos..." mencionaba que se han podido obtener ratones transgénicos que contienen el gene defectuoso
correspondiente, y que constituyen un modelo animal para €l estudio de laenfermedad. Lo que hace alafibrosis
guistica un caso susceptible de laterapia génica es que €l tejido enfermo (donde el producto del gene defectuoso
se manifiesta), es un tejido accesible, el tejido pulmonar. Asi, se ha empezado a experimentar al introducir €l gene
sano alas células pulmonares de los pacientes. Para que el gene penetre en las células enfermas se necesita un
vector o vehiculo, yaque las células del enfermo no pueden someterse alos esquemas normales de
transformacién (estavisién, sin embargo, empezd a cambiar muy recientemente. V éase mas adelante). Las
investigaciones actuales utilizan una forma atenuada del adenovirus, que normalmente es capaz de infectar las
células pulmonares. En € genoma de este virus se ha clonado previamente el gene sano del canal de cloro,
defectuoso en los enfermos con fibrosis quistica. Los primeros resultados de este esquema de tratamiento
muestran resultados muy aentadores.

En un paso siguiente de dificultad se encuentran las enfermedades que af ectan tegjidos menos accesibles, pero que
pueden proliferar y renovarse, como €l higado. La proliferacién de las células es un prerrequisito para que los
genes introducidos se establezcan y expresen. Uno de |os gjemplos recientes més interesantes en este tipo de
terapiasellevd acabo en un perro de experimentacion con hemofiliatipo B. Mediante la remocion de una porcion
del higado del perro, y su posterior infeccion con un virus (en este caso un retrovirus) modificado para ser inocuo
y establecerse sdlo en las células hepaticas y al que se habiaintroducido € gene correcto del factor 1X de
coagulacion canino, se logro curarlo de la hemofilia.

En el campo de |a terapia génica encontramos otro interesante ejemplo de la aplicacion de conocimientos bésicos
que, aun cuando en un principio estaban muy desconectados de la aplicacion, tienen alalarga grandes
posibilidades de ser (tiles. Tal esel caso de las [lamadas ribozimas. Thomas Cech y Sidney Altman, cientificos
estadunidenses laureados con el Premio Nobel de quimica en 1989, descubrieron gue algunas moléculas de ARN



pueden poseer actividad catalitica. Cuando investigaban los procesos por los cuales los ARN  precursores de los
organismos eucariontes eliminan sus intr ones (véase en el capitulo I11, "Aislamiento de genes utilizando sus
ARN mensgjeros' y figuralll.1) vieron que en algunos casos, larupturay unién de un ARN no requeria mas que
de ciertas secuencias del propio ARN. El descubrimiento de que los ARN pueden mostrar actividad catalitica es
altamente revolucionario, pues se pensaba que ésta era una propiedad exclusiva de | as proteinas dentro de los
sistemas hiol 6gicos. Una de las implicaciones méas importantes del ARN catalitico es su posible papel como
material genético primigenio y su importanciaen €l origen de lavida

Lainvestigacion sobre |as propiedades de los ARN cataliticos o ribozimas, ha mostrado ademas que tiene gran
potencial como agente terapéutico. Pensemos que el ARN catalitico, como cualquier otro &cido nucleico, muestra
exquisitas propiedades de reconocimiento molecular, por medio del fenémeno de hibridizacion (véase en €l
capitulo "Acidos nucleicos"), pero, ademés, jpuede lograrse que rompalamolécula de &cido nucleico alacual se
asocio! Asi, un interesante campo de terapia moderna consiste en disefiar ribozimas que se asocien e inactiven los
ARN mensgj eros de genes cuya actividad es nociva. Obviamente podemos pensar aqui en la expresion de
oncogenes (véase en € capitulo anterior; "Estudios sobre |as causas del cancer"), o en lade genes de virus
patdgenos. Uno de los atractivos mas grandes de este enfoque es que es verdaderamente general. El proceso que
se utiliza para disefiar una ribozima que se asocia e inactiva al mensgjero de un gene en particular es sumamente
parecido al que se usaria para otro mensajero cualquiera. Por e momento el reto esintroducir laribozimaalas
células relevantes y también lograr que se localice en el lugar adecuado dentro de estas células. Si estos
problemas se resuel ven, en unos pocos arios nuestro médico nos podriadecir "le voy a prescribir unaterapia con
ribozimas'.

Aun en los casos mas dificiles, como los de enfermedades que se manifiestan en tejidos no regenerables, como los
muscul 0s, ya existen investigaciones promisorias parala aplicacion de laterapia génica. En la actualidad se ha
aprobado la realizacién de més de 30 procedimientos de terapia génica, incluidas enfermedades diversas, como
varios tipos de cancer; fibrosis quistica, y otras.

Muy recientemente, la posibilidad de introducir genes mediante biobalistica (véase en este capitul o, "Plantas
transgenéticas, la nueva revolucion verde'") también ha resultado exitosa en animales. Esto abre la posibilidad de
"inyectar" genes alostejidos apropiados. Adicionalmente, quiza esto permitira que se vacune con ADN, para que
nuestras propias células sean las que fabriquen € antigeno protector.

Manipulacién genética de embriones humanos

Es muy importante destacar que la intervencién genérica en seres humanos se halimitado hasta ahoraala
curacion somética, es decir; no en embriones. Los procedi mientos terapéuticos son aprobados por comités en los
gue normal mente participan miembros de la sociedad, aenos alacomunidad cientificao médica. En estos casos,
los problemas éticos que se enfrentan no son de naturaleza muy diferente de los que normal mente han existido
anteriormente. Sin embargo, la posibilidad técnica de aplicar terapia génica en e nivel embrionario también esta
muy cercana.

En € prélogo de este libro apunté que es incorrecto confundir laingenieria genética con laembriologia, o las
técnicas de fertilizacion in vitro. Evidentemente, estos dos procedimientos tienen en comin que implican
intervenir en los sistemas hiol6gicos. Sin embargo, no son en absoluto lo mismo. Ni un procedimiento requiere o
depende del otro. Las investigaciones sobre fertilidad existen desde mucho tiempo antes del surgimiento del ADN
recombinante y, hasta el momento, en ningln caso la manipulacion de embriones humanos haincluido la
manipulacion de genes. Similarmente, laingenieria genética se ha aplicado en la abrumadora mayoriade los
casos, utilizando células no humanas. Y definitivamente nunca con células humanas embrionarias. En este
sentido, a casi 20 afios de que se iniciaralarevolucién del ADN recombinante, no se ha hecho ningln experimento
tendiente a"mejorar laraza humana'. El lector comprendera cabalmente que paralograr tal objetivo (en €l
supuesto caso de gque se supiera qué quiere decir "mejorar”, en este contexto), se requeriria aterar el genomaen el
nivel embrionario, de manera que las alteraciones se efectuaron en todas las células de la persona, y tuvieran la
posibilidad de ser heredadas a sus descendientes.

Una vez hechas estas aclaraciones creo que si es conveniente abordar aqui la controversia desatada recientemente
acerca de la posibilidad de hacer clonacién de seres humanos, iniciada por algunos experimentos realizados en €l
contexto de lainvestigacion de lainvestigacion sobre fertilidad. Los doctores Jerry Hall y Robert Stillman, de la



clinicade fertilidad de la universidad George Washington, lograron separar |as pocas células que constituyen un
embrion humano en etapa temprana, para después volverlas a cubrir de una capa protectora, que les permite a
cada unade €ellas desarrollarse en un nuevo embrién. En esta etapa del desarrollo, las células no estan aun
especializadas, son totipotenciales, y por ello pueden originar aun nuevo embrién. Aparentemente, los
investigadores que conducian este estudio no estaban conscientes del revuelo que iba a causar la noticia de sus
resultados. En realidad, ellos no obtuvieron embriones viables, € embidn del que partian tenia, para empezar,
ciertas anomalias. Su Unico propésito era verificar si la preparacién gelatinosa con la que recubrian las células
disgregadas era capaz de propiciar su crecimiento y divisién. El objetivo final es, sin embargo, €l obtener varios
embriones a partir de uno. Este objetivo es comprensible desde |a perspectiva de las clinicas de fertilidad. En los
casos de algunas parejas, uno de los principal es problemas es obtener siquiera un embridn, y las posibilidades de
gue éste se implante con éxito, dando como resultado un embarazo, no son muy elevadas. Seriaideal que una
pareja en esta situacion tuvierala posibilidad de hacer variosintentos. Ciertamente, el contenido ético de este
planteamiento, en si mismo, es suficiente para desatar tremenda controversia. Sin embargo, |a perspectiva de
obtener varios embriones idénticos, la posibilidad de guardarlos por muchos afios, y la probabilidad (que nos
ocupa primordialmente aqui), de alterar su patrimonio genético, plantean profundos problemas éticos.

De la misma manera que se ha podido crear un rebafio de ovejas transgéni cas que producen una proteina humana
de alto valor terapéutico (véase en este capitulo "Animales transgénicos, granjas moleculares"), |os experimentos
relatados antes permiten concluir que seriainminentemente posible la generacién de seres humanos transgéni cos.
Es muy probable, sin embargo, que las primeras propuestas para utilizar este tipo de descubrimientos fueran mas
bien para obtener varios embriones, analizar uno de ellos (lo cual normalmente lo destruiria) paraver si son
portadores 0 no de determinada lesion genéticay, en caso de que sean sanos, utilizar otro de los embriones (que
serfaidéntico a primero), paraintentar llevar atérmino un embarazo.

Quisieraterminar esta seccion diciendo que la comunidad médicay cientifica distingue con meridiana claridad |a
diferencia entre hacer terapia génica somética, o hacer terapia génicaen lalinea germinal (en embriones). Los
protocol os en desarrollo son todos del primer tipo. Asimismo, aun cuando en algunas comunidades se empezard a
considerar conveniente realizar procedimientos del segundo tipo, hasta el momento las alteraciones concebibles
son de naturaleza muy limitada. Como ya se ha dicho, alterar un gene alavez, con toda seguridad para corregir
un defecto metabdlico especifico.

PERSPECTIVA GENERAL DE LA APLICACION DE LA BIOTECNOLOGIA

Desde una perspectiva histérica, se puede decir que las técnicas del ADN recombinante son recientes. Los que
Vivimos en esta época sabemos, sin embargo, que los cambios en todos |os 6rdenes ocurren en forma vertiginosa.
Durante su corta existencia, la nueva biotecnologia ha creado expectativas enormes; ha desilusionado alos
inversionistas, y los ha entusiasmado nuevamente. Como ya apunté al principio de este capitulo, si laUnica
herramienta con la que contamos es un martillo, atodos |os problemas |es veremos cara de clavos. En la
actualidad disponemos de un verdadero "taller mecanizado”. Si juzgamos la avalancha de conocimientos
propiciados por los avances de la manipulacion genética, podemos asegurar que las aplicaciones Gtiles se
empezaran a sentir también en grado de avalancha. Como es normal, éstas sobrevienen algunos afios més tarde.

En este libro no se ha hecho més que dar pinceladas para mostrar algunas de | as posibilidades. No tocamos en
absoluto &reas como la biorremediacion, la generacion de energia, os alimentos procesados, nuevos materiales,
etc., en los que la biotecnol ogia seguramente tendra repercusiones.

Creo gue es casi una certeza prever que empezamos avivir una era de biotecnologia, en la que nuestras vidas
estaran rodeadas de procesos y productos provenientes de esta tecnologia.

[Inicio] [Anterior] |[Previo] [Siguiente]




VI.LA BIOLOGIA ESTRUCTURAL Y EL ADN RECOMBINANTE: EN LA

FORMA ESTA LA CLAVE

AL CONTEMPLAR & complgjo funcionamiento celular en el cual |os genes conciertan lainteraccion de miriadas
de moléculas, donde se transforman sustancias de maneraintrincada, vemos aparecer formay funcién. ¢{Dénde se
localiza el secreto mas intimo de este proceso? ¢Como se encuentran las moléculas unas con otras? ¢A qué se
debe que una enzima sea capaz de localizar y transformar la sustancia sobre la cual actUa? Las respuestas a estos
interrogantes se derivan, en su forma més contundente, de laforma espacial de las moléculas. La disciplina que
desarrollay utiliza técnicas experimental es para averiguar la estructura tridimensional de las moléculas
biol6gicas, la biologia estructural, constituye una de |as vertientes méas importantes de la actividad cientifica
moderna. Y a se menciond, en €l capitulo |1, gue fue precisamente el conocimiento estructural el queinicié la
revolucion de la genética molecular.

En este capitul o revisaré algunos de los conceptos y desarrollos més interesantes del campo. El tema es, parami,
particularmente atractivo: en mi linea de investigacién utilizamos los datos de la estructura de las proteinas y €
ADN recombinante para generar nuevas versiones, con atributos mejorados, de las proteinas naturales. Es mi
sincero deseo el poder transmitir al lector el sentido estético y el enorme potencia que se originan del
conocimiento de las estructuras moleculares biol gicas.

LAS TECNICAS EXPERIMENTALES

Si revisamos nuestras primeras experiencias con €l microscopio, durante nuestras clases de biologia, quiza
recordemas que paralograr ver cosas masy mas peguefias, habia que tomarse masy mas trabajos. Para amplificar
cien veces |la muestra sdlo necesitabamos alumbrar y enfocar bien; pero si se trataba de amplificarla mil veces,
entonces usabamos aceite de inmersién para acercarnos mas ala muestra; las cosas se ponian dificiles. Quiza
recordemos también al maestro de biologia diciéndonos que para ver cosas aun mas pequefias, laluz yano
funciona. En efecto, lalongitud de onda de laluz visible tiene una magnitud tal que no permite continuar |os
procedimientos pticos de maneraindefinida. Recurrimos asi @ microscopio electronico. De estaformaya
podemos ver estructuras dentro de la célula; jlo que laluz no alcanzaba, los electrones si revelan!
Desafortunadamente, el mismo principio que limitala utilizacion de laluz, también lalimita con | os electrones.
Los &omosy las moléculas no se pueden ver directamente.

Para deducir la estructura espacia de la materia, la manera como se asocian unos &0maos con otros en tres
dimensiones, requiere aplicar otros desarrollos de lafisica: la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética
nuclear (RVN). A partir del conocimiento intimo de la naturaleza de los atomos y la radiacion el ectromagnética,
en los ultimos 50 afios se han desarrollado técnicas de increible complejidad y elegancia, que permiten deducir, a
partir de numerosas observaciones experimentales, la posicion precisa de los miles de atomos que constituyen una
mol écula de proteina, o0 hasta de las muchas mol éculas que constituyen un virus completo.

Aungue esta fuera de | os propdsitos de este libro una descripcion técnica de estos procedimientos, destacaré
algunos de sus rasgos més importantes.

CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

Losrayos X interaccionan con las sustancias desvidndose ligeramente. La magnitud de esta desviacién depende
de ladensidad electrénica que encuentren a su paso. Por esto |os materiales que contienen aomos de metales (por
ejemplo, el plomo o e calcio de los huesos), muestran zonas oscuras en una radiografia, dado que los metales son
muy densos en electrones. Los rayos X también se dispersan o difractan cuando atraviesan materia organica, pero
mas ligeramente. En principio, como el patron de difraccion resultante del paso de los rayos X depende de la
estructura de la materia que atraviesa, podriamos inferir ésta de aqué. El problema es que no podemos observar €l
patrén de difraccion de una sola molécula: la sefial seria demasiado débil. Para solucionar este problema se
recurre ala observacion de los patrones de difraccién generados por cristales. Cuando hablamos de cristal, de
manera rigurosa nos referimos a un fendmeno natural realmente bello. Las moléculas que pasan suavemente de
estar disueltas al estado solido, lo pueden hacer acomodandose ordenadamente una al lado de la otra, en unalétice
o arreglo tridimensional. La manifestacion macroscopica de este fendmeno es la apariencia puliday transparente



guetienen los cristales, y sus formas geométricas caracteristicas. Pero internamente, existe un orden perfecto.
Todas las moléculas se encuentran orientadas de la misma manera. Asi pues, a manipular un cristal de
dimensiones macroscopicas (por €jemplo un milimetro), estamos manipulando de manera concertada todas las
mol éculas que lo constituyen, obteniendo la misma orientacion de cada una de €ellas respecto a observador. jO a
un haz de rayos X! Es asi como, disponiendo de cristales, se pueden obtener patrones de difraccién de rayos X
observables, porque provienen de muchas moléculas, y coherentes, porque las moléculas estén todas igualmente
orientadas respecto a rayo. De estos patrones de difraccién puede inferirse la estructuraindividual de las

mol éculas que conforman los cristales.

Por desgracia, esto es mas facil decirlo que hacerlo. Para empezar hay que ser capaz de obtener los cristales.
Aunque se halogrado hacer que cristalicen gran nimero de moléculas interesantes, en el caso de las proteinas, de
crucial importancia, no es nadafécil. Lalabor del cristaldgrafo implica ademas muchos pasos posteriores ala
cristalizacion. Hay que colectar datos, preparar derivados de los cristales originales, reducir los datos mediante
complejas ecuaciones, preparar un modelo molecular que se gjuste a estos datos y refinar e modelo en muchos
intentos sucesivos.

Algunas de las imagenes més bellas que ilustran los libros de bioguimicay biologia molecular provienen del
arduo trabajo de los cristal6grafos. Y su utilidad también es enorme: del andlisis de estas iméagenes
tridimensionales se derivan €l secreto de las interacciones moleculares, de la vida misma

La primera estructuratridimensional de una proteina fue obtenida mediante el trabajo pionero de Max Perutz,
quien requirié de 22 afios paralograr su objetivo. Incluso, hasta hace poco més de una década, la resolucién de
una estructura proteica podia considerarse una empresa para buena parte de la vida. Afortunadamente, el avance
de la metodol ogia ha sido impresionante. Hoy dia se conjugan varios factores que permiten un flujo continuo de
nuevas estructuras. En primer lugar, como puede entenderse facilmente, la potenciay abaratamiento de las
computadoras modernas simplificay acelera significativamente €l trabajo de cristalografia

Adicionamente, laposibilidad de clonar y sobreexpresar genes ha abierto la puerta paratrabajar con proteinas
gue antes resultaban inaccesibles. Los cristal 6grafos se han asociado también alos sincrotrones, construidos para
investigaciones de fisica atdmica, pero gue generan como subproducto rayos X de gran intensidad y versatilidad.
El ciclo en € que los avances cientificos y tecnol 6gicos se potencian unos a otros se observa con claridad: son
precisamente |os Ultimos 10 o 15 afios en los que ha registrado un impresionante avance en la biologia estructural .
Justo en este periodo surgio el ADN recombinantey el crecimiento explosivo de lainformatica.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

En los Ultimos afios ha madurado otra técnica que permite también deducir la estructura molecular: laresonancia
magnética nuclear; que aplicada a proteinas, complementa la cristalografia de rayos X.

La adaptacion de la RWN al trabajo con moléculas grandes surgié de avances tecnol 4gicos recientes. Nuevamente,
se requiere colectar y procesar cantidades masivas de datos. Ademas, se necesitaron aparatos que trabajaron con
frecuencias de ondas de los que antes no se disponia. Los nuevos aparatos requieren el uso de superconductores
para generar los campos magnéticos. Lagran virtud de la RMN es que puede usarse para analizar moléculas en
solucién, es decir, en su ambiente natural. La naturaleza de latécnica estal, que no es importante que todas las
mol écul as estén orientadas de la misma manera.

Con la RMN | os datos observados se traducen en una serie de distancias y angulos entre los &omos. A partir de
esta lista de angulos y distancias el espectroscopista se daalatarea de construir un modelo molecular que
satisfaga las medidas observadas experimentalmente.

El esfuerzo de los investigadores de este campo fue distinguido con € Premio Nobel de quimicaen 1991,
otorgado a investigador suizo Richard Ernst y los limites de la técnica se han extendido grandemente. Por
desgracia, este método no permite determinar la estructura de mol éculas grandes, tales como muchas proteinasy
agregados macromol ecul ares.

L as técnicas experimental es para la determinacion de estructura han generado un nlimero muy importante de
resultados. Hoy disponemos de mas de 5 000 diferentes estructuras de &cidos nucleicosy proteinas, que
representan cerca de 500 diferentes arquitecturas (el resto esté constituido por variantes de las mismas proteinas,



por g emplo, provenientes de diferentes organismos o interactuando con sus moléculas blanco, etc.). En
recuadro V1.1 se muestran representaciones esqueméti cas de algunas de |a estructuras de biomoléculas
determinadas hasta la fecha. Desafortunadamente, esta informacién esta cada dia més rezagada de los datos
conocidos sobre secuencia (véase € capitulo 1V). Esto genera una urgente necesidad de desarrollar sistemas para
predecir la estructura tridimensional a partir de datos de secuencia.

RECUADROV!I. 1. Estructura de las biomoléculas

En e material bioldgico encontramos asociaciones de atomos de todos |os
tamafos. Un solo a&omo, el ion litio, por gjemplo, puede tener profundos
efectos biolégicos (como el que se usaen el tratamiento de la enfermedad
maniaco-depresiva). Varios &omos combinados quimicamente dan como
resultado moléculas. Si son muchos los &omos asociados, a resultado le
damos el nombre de macromoléculas.

La descripcion de las uniones quimicas no es suficiente para definir las
propiedades de una molécula. Dado que los enlaces quimicos pueden rotar;
una pequefia cadena de &omos puede contorsionarse de diversas maneras en
€l espacio. Por jemplo la glucosa podria tener dos formas espaciales: una
semegjante aunasilla, y otra parecida a una lanchita. Conforme aumenta el
tamafio de las moléculas, crece el nimero posible de contorsiones o

confor maciones que puede adoptar de manera alarmante.

Mediante |as técnicas de biologia estructural hemos podido conocer como
estan conformadas muchas moléculas, afios antes de que sea posible predecir
o calcular estas conformaciones. En la serie de imagenes que se muestran
pueden observarse ejemplos de algunas proteinasy laforma como se pliegan
o conforman en el espacio. Nétense |os diversos tamafios y formas que
adoptan, y las protuberancias y huecos que presentan. De estas formas
tridimensional es depende, primordialmente, la funcién de estas moléculas.

Lasimagenes a, b y ¢ muestran diversas representaciones de una toxina de
alacran, que permiten visualizar diversos aspectos de su complegjidad, las
cual es denotan |la misma molécula, con la misma perspectiva.

Laimagen d representa ala colagena, una proteina fibrosa. La e corresponde
a complejo entre un anticuerpo (listones) y el antigeno reconocido (lisozima;
lineas).

Laimagen f muestra una enzima constituida por dos subunidades idénticas,
importante en el metabolismo basico (triosa fosfato isomerasa)

En laimagen g se observala enzima 3-lactamasa, responsable de la
resistenciaala penicilina (esferas), presente en muchas bacterias. Si se
observa con cuidado, se notard que las dos proteinas mostradas no son
idénticas, pues corresponden a las enzimas de dos bacterias distintas. El
antepasado comUn de estas dos proteinas existié hace cientos de millones de
anos; la secuencia de las dos proteinas solo esidénticaen 35% de las
posicionesy, sin embargo, la estructura permanece atamente conservada por
efecto de la seleccion natural .
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LA PREDICCION DE LA ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

Hace més de dos décadas, €l investigador danés Christian Anfinsen —quien obtuvo el Premio Nobel de quimica
en 1972— estableci6 que la estructuratridimensional de algunas proteinas esta determinada por su secuencia
lineal de aminoacidos. Hoy dia sabemos que éste es €l caso de lamayoria de las proteinas, quiza de todas. Esta
conviccion hace verdaderamente irresistible €l reto de desarrollar métodos que nos permitan predecir su estructura
apartir de la secuencia De entrada dejaremos en claro que éste es un problema que se considera algo no resuelto.
Se hadicho que & cadigo que relaciona la secuencia con la estructura es como el segundo cédigo genético.
Realmente es através de la estructura tridimensional de |as proteinas, no directamente de su secuencia, que los
genes orquestan toda la actividad celular. Este es, pues, uno de los grandes problemas pendientes de la biologia
moderna.

Quiza algunos lectores se pregunten: ¢Jas poderosisimas computadoras que existen en la actualidad son incapaces
de programarse para resolver este problema? El asunto es que este problema tiene variadas e importantes aristas.
Por una parte existe un nimero astronémico de maneras diferentes de arreglar |os &omos de una proteina en €l
espacio. Por laotra, las fuerzas de atraccion y repulsion que determinan que una proteina se pliegue en e espacio
de una manera especifica son muy numerosas y con diferencias de magnitud muy sutiles.

Para algunas corrientes, la prediccion de la estructura de proteinas no podra lograrse por muchas décadas. Esta
vision serefiere quiza ala solucién rigurosa del problema. Para otros, algunas de las aproximaciones recientes
constituyen avances que permiten prever resultados concretosy préacticos en muy corto plazo.

En los Ultimos 5 afios se han desarrollado técnicas muy elaboradas e ingeniosas que permiten extraer y codificar
mucha de lainformacion presente en la base de datos de estructuras tridimensionales conocidas. De aqui se
derivan aproximaciones empiricas, gue no presuponen que se entiendan finamente las fuerzas que intervienen en
el fendmeno de plegamiento.De esta manera, €l enfoque més promisorio, en laactualidad , tiene como objetivo
inicial decidir con cual de las estructuras tridimensional es ya conocidas es compatible la secuencia de una
proteina problema. Lo interesante de la situacién es que podemos predecir que existen sdlo arededor de mil o
menos posibles arquitecturas proteicas naturales. Todas las proteinas existentes se plegarian en €l espacio en
alguna de estas arquitecturas. Este es un dato muy interesante si consideramos que en un ser humano se calcula
gue existen alrededor de 100 mil proteinas diferentes. La prediccion mencionada parte de un andlisis estadistico
de lafrecuencia con laque los cristal6grafos y espectroscopistas obtienen estructuras que representan nuevas
arquitecturas. Resulta ser que con relativa frecuenciala estructura de una proteina recientemente resuelta se
parece mucho ala de alguna que ya existia en la base de datos.

Con la constante refinacion y € avance de los métodos de prediccién y de las herramientas computacional es que



éstos utilizan, esperamos tener unaidea aproximada de la estructura espacial de muchas de las proteinas cuya
secuencia aparezca como fruto de la secuenciacién del genoma humano, que podria completarse dentro de unos
10 afios (véase @ capitulo V).

APLICACIONES DE LA INFORMACION ESTRUCTURAL

Quiza muchos lectores coincidan en que e conocimiento de las estructuras que adoptan las biomoléculas
consgtituye un logro espectacular de la ciencia moderna. En cada época, |0s bidlogos estructuralistas han utilizado
los Ultimos adel antos tecnol 6gicos para avanzar en su trabajo, y asi han ido desentrafiando detalladamente la
estructura de moléculas compl gjisimas. Cabe preguntarse sin embargo: ¢de donde surge la motivacion para
dedicar décadas enteras a dilucidar determinada estructura molecular? Ciertamente, el placer estético de observar
laestructura resuelta no parece ser una justificacion suficiente paralainversion de tiempo y recursos necesarios.
Larespuesta, que con gran intuicion destacaron los pioneros de la biologia estructural, es que en la estructura
detallada de las macromol écul as biol 6gicas se encuentran |os secretos mas intimos de |os fendmenos de la vida.

DISENO RACIONAL DE DROGAS

Pensemos qué ocurre cuando ingerimos un medicamento y éste gjerce su efecto. El medicamento es una sustancia
quimica que tiene afinidad por alguna de las macromol écul as (generalmente una proteina) de nuestro organismo.
Lasustancia medicinal entraa organismo, vigja por medio del torrente sanguineo, penetraen las célulasy
finalmente encuentra una mol écula blanco. La union especifica entre estas dos sustancias da como resultado €l
efecto medicinal. Lo verdaderamente sorprendente es que hasta la fecha no tenemos unaidea clara de los detalles
de estas interacciones. Como ya hemos sefialado (véase el capitulo anterior; "El valor de labiodiversidad en €
contexto de la biotecnologia moderna') casi latotalidad de las medicinas usadas actualmente provienen de
principios activos, aislados de plantas, cuya utilidad fue encontrada empiricamente, quiza preservada por la
tradicién de muchos siglos. ¢Qué podriamos esperar, sin embargo, si conocemos la estructura detallada de las

mol écul as relevantes para determinada enfermedad? Lo promisorio del conocimiento estructural en este campo es
gue se puede pensar en disefiar |os medicamentos especificamente para unirse a sus moléculas blanco. Habra
guien declare que hasta el momento esto se ha podido lograr sélo en casos excepcional es. Aungue cierto, otros
tenemos la conviccién de gue tarde o temprano € disefio racional de medicamentos serdlanormay no la
excepcidn. De hecho, todas la companiias farmacéuticas del mundo invierten cuantiosas sumas de dinero en
investigacion sobre biologia estructura y en disefio de moléculas por computadora. Aun cuando quiza estos
desarrollos no alcancen a beneficiar amuchos de |os enfermos de hoy dia, €l incontenible avance de las técnicas
empezara atransformar el gercicio de lafarmacologia en un futuro tal vez més cercano de lo que imaginamos.
Un notable gjemplo entre varios que se desarrollan en la actualidad es lainvestigacion que se realiza para
contrarrestar el devastador efecto del virus del SI DA, como se muestra en el recuadro V1. 2.

RECUADROVI. 2. Edtrategias antivirales usando informacién estructural

Unavez conocido €l plegamiento tridimensiona de una macromolécula, se
puede pensar en disefiar sustancias que se le adhieran especificamente, con la
intencion de inutilizarla. Para el caso del virusdel Sl DA, hay varias

mol éculas que pueden ser blancos interesantes (véase €l ciclo de vida del
virus en el recuadro 1V.3). A sdlo 10 afios de haberse descubierto este virus,
yase conocen las estructuras tridimensionales de dos de sus moléculas més
importantes; la proteasay latranscriptasa reversa. En el caso de esta Ultima,
con la participacién de un joven investigador mexicano, € doctor Alfredo
Jacobo.

El reto para el disefio racional de un farmaco contradel Sl DA consiste en
encontrar sustancias que se unan especificamente a sitio activo de algunade
estas enzimas, inhibiendo asi su funcién. Lainformacion estructural permite
analizar el sitio activo, detectar qué zonas son importantes paralafuncion, y
probar, inicialmente, con métodos computacionales, cuéles posibles
sustancias tendrian unaformay distribucién de cargas complementarias a




tales zonas. Algo asi como disefiar unallave parauna cerradura. La otra
ventgja de utilizar un esquema racional es que se puede buscar desde €l
principio una zona en la que sea dificil que surja unavariante resistente (es
decir; que yano se una o no seinhiba por el farmaco), al escoger zonas
esenciaes paralafuncion de laenzima. El diagrama muestra unavista de la
transcriptasareversa, unidaal ADN, y una molécula de inhibidores (esferas)
asociada en € sitio activo, y fue desarrollado con la colaboracién del doctor
A. Jacabo.

En la actualidad existen varios laboratorios que activamente buscan
inhibidores parala proteasay latranscriptasa reversa. De hecho, las Ultimas
noticias consignan pruebas clinicas con inhibidores de la proteasay la
transcriptasareversapara €l tratamiento del SI DA. Quiza en un futuro muy
cercano se disponga de tratamientos satisfactorios, tal vez combinando un
inhibidor de la proteasa con otro de la transcriptasa reversa.

BIOCATALISISE INGENIERIA DE PROTEINAS

Otro importante desarrollo relacionado con la estructura de macromoléculas es la biocatdlisis. Consideremos la
increible variedad de materiales y procesos que se observan en el mundo viviente. Todavia no hasido capaz el
hombre de superar las propiedades de fibras como lalana o el algoddn o de fabricar zapatos con materiales que
mejoren las cualidades del cuero. Seguimos utilizando perros para detectar cantidades mindsculas de drogas,
porgue no existe un aparato que tengatal sensibilidad y capacidad de discriminacion. Estos logros son producto
de 3 500 millones de afios de evolucién, pero e conocimiento preciso de las propiedades de |os sistemas vivos
nos permitira, cada vez mas, inspirarnos con las formas como la naturaleza ha resuelto los retos de la
supervivencia, y aprovechar lainfinidad de materiales que ella ofrece para disefiar productos o procesos
especificamente (tiles paralas actividades y el bienestar humano.

En particular, la capacidad catalitica de |os sistemas vivos supera con amplisimo margen la que halogrado la
industria quimica. Actualmente los productos quimicos se producen mediante reacciones que utilizan toda clase
de diferentes condiciones de temperatura, presion, uso de disolventes, etc. Se purifican con grandes aparatos de
destilacién, filtracion, etc. En contraste, |0s seres vivos realizan también toda clase de reacciones quimicas y



producen toda clase de sustancias y materiales, pero siempre a temperaturas moderadas y en solucién acuosa.
Nuevamente, podemos pensar en utilizar estrategias y materiales similares alos biol6gicos pararedlizar las
transformaciones quimicas que nos interesan. Aqui el conocimiento estructural es extremadamente importante.
Consideremos que normal mente una enzima esta adaptada para trabajar dentro de una célula, sujetaalos
requerimientos de regulacion y recambio que ésta requiere. Ademés, efectuara una reaccion quimica especifica,
parte del metabolismo celular. En las aplicaciones tecnol 6gicas normal mente requeriremos actividades cataliticas
mas 0 menos distintas a las natural es. Necesitamos también enzimas estables y faciles de obtener en grandes
cantidades. Como fruto del esfuerzo de varias décadas se halogrado "domesticar” cierto numero de enzimas para
el servicio del ser humano. Por gjempl o, los detergentes biol dgicos contienen proteasas (enzimas gque catalizan la
degradacion de proteinas) y lipasas (que degradan grasas), que hace més eficiente el lavado. En laindustria del
refresco se utilizan los jarabes con ato contenido de fructosa que se producen a partir de almidén, mediante la
degradacion y conversién enzimética de dos productos edul corantes bésicos. glucosay fructosa. Inclusive se
utilizan procesos de biocatdlisis para la produccién de compuestos de petroquimica secundaria, como €l
antiespumante acrilamida. Estos logros han sido posibles aun sin la capacidad de cambiar de maneraimportante la
actividad enzimética bésica encontrada en la naturaleza.

Hoy dia, sin embargo, basdndonos en las estructuras tridimensional es de las enzimas, podemos aplicar las técnicas
del ADN recombinante para modificar significativamente las propiedades de las enzimas, para crear
biocatalizadores hechos ala medida. Ha surgido una nueva disciplina: laingenieria de proteinas. Los
procedimientos implicados son conceptualmente simples: se aisla el gene que codifica parala enzima de interés;
se introducen cambios en su secuencia mediante el uso de ADN sintético (véase en el capitulo 11, "El ADN
sintético"); se sobreproduce |a proteina en alguin sistema de expresién. Claramente, aungue las técnicas de ADN
recombinante permiten fabricar genes con la secuencia que se nos antoje, se requiere un conocimiento de la
estructura tridimensional de la proteina codificada para poder disefiar racionalmente los cambios. Precisamente
con base en estos conocimientos ha sido posible alterar las propiedades de muchas proteinas para hacerlas mas
utiles. Un caso digno de mencionar es la alteracién de las propiedades farmacol égicas de la insulina humana.
Como ya mencionamoas (capitulo V), la produccién de insulina humana por bacterias fue uno de los primeros
logros de laingenieria genética. La utilidad de esta hormona es limitada, sin embargo, porque al no producirse de
manera continua por las células del pancreas, dentro del propio organismo, su disolucién y concentracion en la
sangre no sigue los patrones més adecuados. Se requiere disminuir latendencia que tiene la molécula natural a
agregarse entre si. Con base en el conocimiento de la estructura tridimensional de lainsulina (determinada hace
varias décadas) fue posible disefiar cambios que se localizan precisamente en lainterfase entre las dos moléculas
gue se agregan, y que, al alterar su carga eléctrica, las hace repel erse, haciéndolas mas solubles. Otros muchaos
ejemplos atestiguan la creciente capacidad de cambiar |os atributos de las proteinas mediante el disefio racional.

EVOLUCION DIRIGIDA O DISENO "IRRACIONAL" DE MOLECULAS

Laingenieriade proteinas, sin embargo, no esta condicionada totalmente al avance de nuestros conocimientos. En
este momento se desarrollan también enfoques muy interesantes para llegar mas l€jos que lo que nuestro
conocimiento permitiria. Sabemos que la evolucién ha producido seres de pasmosa complejidad, por medio de un
proceso ciego de variacion y seleccion. ¢Qué pasariasi pudiéramos simular estos procesos evol utivos, sdlo que en
tiempos mucho més cortos? Unavez mas, el ADN recombinante permite realizar experimentos antes imposibles.
Utilizando ADN sintético y enzimas que lo reproducen (véase en este capitulo, "La prediccion de la estructura de
las proteinas'), podemos generar numerosisimos conjuntos de moléculas diferentes.



Figura VI. 1 (véase mas adel ante)

Al explicar los conceptos de la evolucién molecular dirigidatengo la oportunidad (y perdéneme el lector que la
aproveche) de explicar el trabajo que realizamos en mi laboratorio del Instituto de Biotecnologia. Desde que tuve
laoportunidad de vigjar a Estados Unidos para especializarme en las técnicas de sintesis quimicade
oligonucledtidos me Ilamo poderosamente la atencidn que los oligos podian utilizarse para alterar especificamente
genes particulares. Mas adelante decidi especializarme en utilizar estas técnicas pararealizar mutagénesis a
saturacion y mutagénesis combinatoria. Estos conceptos se refieren al proceso de generar variabilidad dentro de
un gene. Pero veamos con mas detenimiento de qué se trata.

En un procedimiento tradiciona de mutagénesis dirigida por oligonuclettidos (véase € recuadro |1.4. El ADN
sintético y sus aplicaciones) se introduce un cambio predeterminado, codificado en la secuenciadel oligo, a gene
objetivo. ¢Qué pasaria, sin embargo, si un esquema similar se utilizara pero con una multitud de oligonucleétidos,
cada uno con una secuencia un poco diferente? La respuesta es que obtendriamos un conjunto de moléculas
variantes en la zona afectada por €l oligo. Es importante darse cuenta de que cuando hablamos de la obtencién de
"un oligo", o de ladonacién de "un" segmento de ADN en "un" vector de donacion, en realidad hablamos de
manipular trillones de moléculas simultaneamente, todas €ellas iguales. Pero podemos hacer que estas moléculas
Nno sean exactamente iguales. Pensemos que a sintetizar un oligo, en una determinada posicion no adicionamos
sblo la base correspondiente ala secuencia natural, sino que ponemos una mezcla de las cuatro bases.
Supongamos que el oligo llevaba ya adicionadas unas 15 bases, con una secuencia determinada. A partir de la
base 16, las cadenas de oligo que van creciendo en laresmade sintesis ya no son todas iguales. Ahora tenemos
cuatro tipos:. todos los oligos son iguales en sus primeras 15 bases, pero hay unos que contienen A, otros G, otros
Cyotros T, enlaposicion 16. Tenemos cuatro tipos de oligos. Si repetimos este procedimiento, los oligos
resultantes seran de 16 clases distintas, cuatro que ya existian, multiplicadas por cuatro nuevas posibilidades. La
continuacion de este proceso genera toda una serie de combinaciones de secuencias en laregion donde se
adicionan las cuatro bases. Después, se puede regresar a régimen anterior; y adicionar bases Gnicas en secuencia
definida. Obtendriamos asi, adheridos ala resma de sintesis, desde unos cuantos hasta trillones o més de
oligonucledtidos, todos con extremos iguales, pero que en el centro son diferentes. Al incorporar oligos de esta
mezcla (Ilamados oligos degenerados) en un protocol o de mutagénesis dirigida (véase nuevamente el recuadro
I1.4), obtendriamos desde unos cuantos hasta trillones de diferentes genes variantes, que luego podemos introducir
alas células para su expresion.

Existen distintas maneras de inducir variabilidad en moléculas de acidos nucleicos, pero todas tienen en comdn
los mismos elementos. Una vez obtenida una variante, su replicacion perpetta el cambio inducido. Laexpresion
del gene, dentro de una célula, produce una proteina distinta para cada variante, de acuerdo con €l codigo
genético. Resulta asi gue la manipulacion de &cidos nuclei cos ofrece un mecanismo relativamente simple
(infinitamente méas simple que e de la sintesis orgénica directa) para crear innumerables moléculas distintas. El
siguiente paso, tal y como nos lo haindicado la evolucién natural, consiste en disefiar un método de sel eccion.
Hay que detectar e identificar cual delos genes variantes dio origen a una proteina con una actividad interesante.



Para gjemplificar como se puede lograr; citaré un caso ocurrido en mi laboratorio.

Estamos interesados en explorar larelacion entre la estructuray la funcién de una enzima llamada [3-lactamasa,
que producen diversas bacterias para defenderse de la penicilina. La 3-lactamasa nos llamé la atencion en cuanto
se publicé su estructuratridimensional (obtenida por cristalografiade rayos X). Lo atractivo de esta enzima es que
su actividad consiste en degradar la penicilinay, a hacerlo permite que una bacteria que expresa [3-lactamasa
puedavivir en presencia de este antibi6tico (note el lector que es precisamente el gene que codifica para 3-
lactamasa &l que se utiliza abundantemente en los vectores de donacion bacteriana, ya que permite detectar las
células que han adquirido el plasmido; véase el recuadro 11.2. Los procedimientos basicos del ADN recombinante).
Esto quiere decir que tenemos disponible de inmediato un método de sel eccidn.

¢Qué preguntas podemos responder aplicando los conceptos de variacion y seleccidon mencionados antes sobre la
[3-lactamasa? Hemos enfocado nuestros experimentos en € problema de la especificidad de estaenzima. La 3
lactamasa con la que trabajamos es capaz de reconocer y destruir penicilinas, pero no cefal osporinas, que son
compuestos muy similares. ¢En qué parte y de qué manera determina la secuencia de aminoacidos de la [3-
lactamasa €l que sea especifica para penicilinas? Para responder esta pregunta utilizamos lainformacion
proporcionada por la estructura cristal ogréfica. Observamos que en €l sitio activo se encuentra una serie de
aminoacidos que interaccionan con la penicilina (véase lafigura V1. 1). Unavez identificados estos aminoécidos
potencialmente involucrados en el reconocimiento de la penicilina, diseflamos experimentos para introducir
variabilidad en la posicidn que ocupan éstos dentro de la enzima. Mediante oligos degenerados, como los
descritos anteriormente, generamos millones de diferentes genes de 3-lactamasas, que difieren entre si en alguno
o algunos de los tripletes de bases que corresponden alos aminoéacidos seleccionados. A partir de una biblioteca
de clonas con esta coleccion de genes, podemos identificar una bacteria que ahora crezca en la cefal osporina,
debido a que la [3-lactamasa yala puede reconocer.

Hasta el momento, en el laboratorio hemos encontrado un buen nimero de 3-lactamasas variantes que reconocen
diversos antibidticos. Con los datos obtenidos hemos aprendido mucho acerca de larelacion entre la estructuray
lafuncion de estas enzimas. Adicionalmente, contamos con un método experimental para evaluar para qué
antibidticos, de tipo de las penicilinas y cefalosporinas, es mas dificil obtener una [3-lactamasa que |os destruya.
Esta informacion puede ser de utilidad paralas companias farmacéuticas que desarrollan estos antibi6ticos.

Laextension natural de este tipo de investigacion es la obtencidn de nuevas enzimas cuyas actividades y
especificidades se adapten alas necesidades humanas. En particular, esquemas como el que estamos
desarrollando pueden ser adaptados para la obtencion de biocatalizadores, que tienen un gran potencia en la
industria de la quimica fina (incluida laindustria farmacéutica).

La explotacion de los métodos de generacion de variabilidad, mediante el uso de ADN recombinante, augura un
futuro muy promisorio para obtener moléculas hechas ala medida. Se puede decir que en los Ultimos cinco afios,
usando estos métodos, se han explorado las propi edades de mas compuestos que en toda la historia.

“Inicio |




EPILOGO

Durante el proceso de escritura de este libro fui ahondando la conviccion de que los efectos de la nueva
biotecnol ogia afectaran nuestras vidas de una manera muy significativa. Simultdneamente, me pregunté
frecuentemente si lavision optimistay entusiasta que tengo respecto de la biotecnologia seria compartida por
muchos lectores. Me cuestioné si e material que se presentaba podria proveer un fundamento que permitiera
apreciar lasimplicacionesy también |as limitaciones de esta nueva tecnologia. Desde luego, estoy seguro que en
la mente de muchos lectores se presentaran también las consecuencias éticas, socialesy filosoficas que conlleva
unagran capacidad para manipular lavida.

Claramente, no ha sido mi propésito darle un tratamiento desde estas perspectivas, sino més bien hacer una
presentacion desde € punto de vista técnico. Considero que, en mi papel de cientifico, ésta es mi responsabilidad.
Cuando se espera que |os avances tecnol 4gicos repercutan de maneraimportante en lavida de los individuos, se
hace necesaria una frecuente y franca comunicacion. En este libro, pretendo aportar algunos elementos para €l
andlisis.

Lo que no cabe duda es que la sociedad requerirainvertir una buena dosis de talento y capacidad de adaptacion
parareglamentar y utilizar o que la nueva biotecnol ogia puede ofrecerle. Pensandolo con cuidado, este reto de
adaptaci6n esté presente en lamayoria de las facetas de la culturay e quehacer humano. Todos estamos
conscientes de que los cambios que antes tomaban siglos (y en épocas més remotas, milenios), hoy reguieren
quiza menos de una década. No es sencillo asimilar; adaptarse y gercer dominio sobre una cultura sujetaa
cambios vertiginosos.

Por supuesto, estoy consciente de que existen diversas corrientes que ven |os avances de |a biotecnol ogia como
unaamenaza alosvaoresy a medio. Perdone el lector si en el curso de esta monografiano se presentaron los
peligrosy riesgos que algunos sefialan. Para justificar esta omision, permitaseme expresar brevemente unavision
personal a este respecto: coincido en que lainterpretacién que algunos han propuesto de que las consecuencias
éticasy filosoficas de la nueva biotecnologia no son cualitativamente diferentes de las que la humanidad ha
enfrentado durante mucho tiempo. Creo que € principal problema que hay que enfrentar es que ahora ocurren
mas rapido y en mayor grado. Lavisién fatalista antepone peligros, en muchos casos imaginarios, ala promesa de
mejorar la calidad de vida que también, cabe esperar de la biotecnologia. Una posicidn optimista es confiar en que
las sociedades tienen maneras de aprovechar las ventagjasy conjurar los peligros de las nuevas capacidades que
adquieren. En dltimainstancia, latecnologia resulta ser; fundamentalmente, una herramienta. La humanidad
podra usarla en forma constructivay destructiva. Esta claro para mi que el hombre cuenta ya con las armas
tecnol 6gicas para destruirse asi mismo y su entorno. No creo que una decisién como ésta pueda depender de que
disponga de un arsenal alin mayor de herramientas que pudiera usar erréneamente.

En una conferencia ala que asisti recientemente, se planted el problemade si 1os avances de la ciencia requerian
el planteamiento de una nueva ética. Ahi mismo, formulé a ponente la preguntade si en realidad se podria pensar
en reglamentar y limitar € acceso al conocimiento. Parece ser que esto es sumamente dificil y, probablemente,
contraproducente. Es muy importante, en cambio, que la sociedad esté bien preparada para orientar y reglamentar
el uso que se pueda dar a estos nuevos conoci mientos.

Tengo lafuerte conviccion de que los elementos de avance que experimentamos hoy en dia, en todos los 6rdenes,
permitiran conformar una sociedad con la capacidad para funcionar de maneras inimaginables al cabo de unas
cuantas décadas. Efectivamente, creo que es factible esperar que la salud humana sea mejorada drasticamente, que
la agricultura aumente de manera segura su productividad, que se encuentren formas alternas de generacion de
energia (aun antes de que aparezca como unarealidad comercial lafusion nuclear), que laindustria quimica
avance hacia procesos mas limpiosy seguros. A todo esto debemos aparejar |os adelantos en todos |os demés
ambitos del desarrollo, que se desenvuelven a vel ocidades igual mente asombrosas. La pregunta que
verdaderamente nos puede inquietar es: ¢tendrala humanidad la capacidad de utilizar estas conquistas para crear
sociedades mas justas, que gocen del bienestar en armoniay en la que cada persona pueda al canzar su maximo
potencial, o atestiguaremos, frustrados, como el esfuerzo de 20 mil generaciones de seres humanos se ve
finalmente reducido a cenizas? Parece |6gico pensar que toca a huestra generacion, y a unas cuantas mas, crear las
condiciones de uno u otro desenlace.
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GLOSARIO

acido nucleico: nombre genérico que se aplicaindistintamente ad ADN o ARN de las dos moléculas
informacionales de | os seres vivos.

ADN (4cido desoxirribonucleico): molécula que almacena lainformacién genética.

ADN recombinante: término que se usa en la tecnol ogia aplicada para obtener moléculas de ADN hibridas, por
ejemplo, provenientes de diversos seres vivos.

aminoacido: unidad monomeérica fundamental de las proteinas. Existen 20 tipos diferentes.

antigeno: sustancia extrafia a un organismo, capaz de desencadenar la produccién de una respuestainmune.
Blanco de los anticuerpos.

ARN (&cido ribonucleico): molécula que transmite informacion genética. Ademés cumple con funciones
estructurales y de acoplamiento en la maquinaria de traduccion de lainformacion.

ARN mensajero: moléculade ARN, copia de un gene, que llevalainformacion desde el genoma hasta donde se
realiza latraduccién.

biologia molecular: ramade la biologia nacida araiz de la identificacidn de la naturaleza quimica (molecular)
del material genético. Hoy dia, nos referimos a biologia molecular cuando hablamos de estudios o técnicas
centradas en los genes y sus productos inmediatos, las proteinas.

catalitico: referente ala catalisis. Proceso en el que un componente (catalizador) acelerala transformacion de
unos compuestos quimicos en otros. El catalizador no se alteraal final de lareaccion, por |o que puede actuar
repetidamente.

cepa silvestre: lavariedad natural de un determinado organismo. Su contraparte es una cepa mutante que
contiene lesiones particulares en su genoma.

clonacion molecular: propagacion de una molécula a través de su replicacion repetida para obtener una
poblacion de moléculas idénticas ala primera. Constituye € procedimiento central de las técnicas de ADN
recombinante.

c6digo genético: reglas de correspondencia entre la secuencia de bases del ADN y la secuencia de aminoécidos de
una proteina. Pararelacionar un cédigo de cuatro letras (bases), con uno de 20 |etras (aminoéacidos), se requiere
usar tres bases por aminoacido. La secuenciade bases del ADN, leida de tres en tres, constituye una secuenciade
codones que corresponde a un aminoacido cada uno.

conformacion: arreglo espacial que adopta una molécula, en virtud de los diferentes angulos de rotacion que
pueden adquirir sus enlaces quimicos.

cromosoma: unidad genética constituida por una moléculade ADN. Su tamafio y nimero varia, dependiendo de
laespecie de que se trate. Puede medir desde medio millén (en las bacterias mas simples) hasta varios cientos de
millones de pares de bases (en |os organi smos superiores). En los organismos eucariontes |0s cromosomas se
condensan y hacen visibles en ciertos momentos del ciclo de reproduccién celular.

didlisis: proceso en el que se separan componentes en solucién, através de una membrana semipermeable. Sélo
los componentes con cierto tamafio molecular pueden pasar de un lado a otro.

enzima: proteina con actividad catalitica, es decir; que acelera una reaccion quimica especificasin destruirse en
el proceso. Las moléculas blanco de una enzima se denominan sustratos.

eucarionte: organismo con nucleo organizado y cromosomas. Forma parte de un gran grupo que difiere delos



procariontes (las bacterias y organismos similares) que carecen de nucleo. Existen diferencias fundamentales
entre la organizacién genética de uno y otro grupo.

fenotipo: serefiere ala manifestacién observable de un determinado genotipo. A un genotipo corresponde un
fenotipo. Por gemplo, ala presencia de un gene productor de mucha melanina (genotipo), corresponde una
coloracion oscurade lapiél (fenotipo).

genoma: término que denotaatodo €l material genético de un organismo vivo. En un ser humano, por gjemplo,
se refiere atodas |as secuencias de todos |os cromosomas de una célula.

genoteca: conjunto de moléculas recombinantes, usualmente mantenido dentro de células bacterianas; un
conjunto representaa un genomao a parte de él.

genotipo: se usa para denominar a componente genético de un determinado individuo o variedad. Se refiere, en
Ultimainstancia ala secuencia de su genoma. Su contraparte es € fenotipo.

hibridacion: aplicado alos cidos nucleicos, significa su capacidad de encontrar 0 asociarse ala hebra opuesta o
complementaria.

ingenieria genética: sinnimo de ADN recombinante. El término "biogenética’ es erréneo y no se usa en este
contexto.

intron: segmento de un gene que no corresponde a su producto final y que se remueve en el proceso posterior ala
transcripcion.

in vitro: se refiere a condiciones experimentales en las que no existen células u organismos vivos. Condiciones
dadas en portaobjetos microscopicos, tubos de ensayo, etcétera

in vivo: serefiere a condiciones experimentales que incorporan células u organismos Vvivos.

molécula: conjunto de atomos unidos unos con otros por enlaces fuertes. Es la expresién minimade un
compuesto o sustancia quimica. Trabajar con estas entidades primordiales justificael uso del término "molecular”
para denominar diversas areas de lainvestigacion en biologia. (Entidad quimica constituida por la unién de varios
atomos. Es la expresion minima de un concepto quimico. Una macromol écula puede estar constituida.por miles o
hasta millones de &tomaos, tipicamente enlazados en largas cadenas.)

mutagénesis: proceso por €l cual se inducen cambios en el material genético de un organismo. El proceso puede
ser espontaneo o inducido.

nucledtido: unidad fundamental de los acidos nucleicos. Constituida por una base, un azlcar y un fosfato.

organelo: estructuraintracelular especializada en una funcion determinada, como el niicleo, las mitocondrias, los
cloroplastos, |os ribosomas, etcétera.

or ganismo transgénico: organismo vivo gque contiene algun o algunos genes introducidos de manera exdgena a
su patrimonio genético. Se utiliza especialmente en los casos de plantas y animales.

plasmido: peguefia moléculacircular de ADN. Constituye material genético adicional al cromosa bacteriano,
frecuentemente no indispensable.

PNA: Peptide Nucleic Acid. Andlogo del ADN en el que &l esgueleto no es azlicar y fosfato, sino entidades
similares a péptidos o proteinas.

proteina: sustancia bioquimica constituida por una hebra o cadenalinea de unidades Ilamadas aminoacidos. La
secuencia de aminoacidos de una proteina determina su estructuray su funcion. Las proteinas son |os productos
primarios codificados por los genes, encargadas de organizar la actividad bioquimicacelular.

replicacion: proceso por € cual las moléculas de ADN se duplican, generando dos copias iguales a partir de una
sola. El proceso requiere la separacion de las dos hebras de lamolécula original.



ribosoma: organelo encargado de manufacturar proteinas, de acuerdo con las instrucciones del ADN (presentes en
el ARN mensgjero). Es un agregado de proteinasy ARN, llamado ribosomal.

sitio activo: zona de una enzima con laque se asocia €l sustrato y donde se induce su transformacién quimica
paradar un producto. Los sitios activos frecuentemente son hendiduras en la superficie de las enzimas.

sonda de hibridizacion: segmento de acido nucleico (ADN o ARN) que por sus propiedades de asociacion con la
secuencia complementaria, se utiliza para detectar su presencia en una muestra.

sustrato: sustancia o molécula con la que interacciona una enzima, transformandose en productos.

traduccion: proceso por medio del cual se leela secuencia de codones del ARNY se elabora una cadena de
proteina, con la secuencia correspondiente, de acuerdo con €l codigo genético.

transcripcion: proceso por el que un gene se expresa mediante la sintesis de un ARN que contiene lamisma
secuencia del gene.

transduccion de sefial: frase que se aplicaal proceso por € cua una sefial molecular (por g emplo, lapresencia
de una hormonaen e medio extracelular) es convertida en una respuesta (por g emplo, generacién de un
compuesto en el medio intracelular). Esta respuesta puede ser después amplificada o atenuaday, a su vez, dar
origen a otro evento de transduccion de sefial.

transformacion: procedimiento que permite introducir, directamente a células vivas, moléculas de ADN. Existen
varios procedimientos que pueden lograr este objetivo: tratamiento con calcio, descarga el éctrica, pistolas génicas,
etcétera
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CONTRAPORTADA

Laaventura de la biologia experimental, desde sus abores con van Leeuwenhoek, pasando por Mendel, Darwin,
Pasteur, hasta Watson y Crick produjo un cimulo de conocimientosy laintuicion de algo grandioso. Ese
territorio estaba descubierto , pero no era conquistable. Su exploracién requirié € ADN recombinante. Las
riquezas halladas, en términos de conocimiento cientifico, son planteadas en este libro y también su utilizacion: la
nueva biotecnol ogia. Pero ¢seran estos tesoros causa de discordiay destruccion? Solo la sociedad informada
podra plantear las condiciones para que sean beneficiosas.

El libro de Soberén Mainero tiene dos propdsitos: primero, comunicar y entusiasmar a lego acerca de la situacién
actual de la moderna biologia experimental —laingenieria genética— y segundo, servir de base para que € lector
pueda distinguir entre la charlataneriay la cienciaficcion de los nuevos avances cientificos. Laingenieria
genética puede contestar muchas de las preguntas que antes no tenian respuesta acerca de nuestra compleja
diversidad biolégica; tiene, ademaés, la capacidad de transformar el mundo de los seres vivos. No obstante, 1a
pregunta es; ¢podra el hombre utilizar de manera adecuada esta capacidad?

Francisco Xavier Sober6n Mainero es quimico egresado de la Universidad Iberoamericana. Realizé la maestriay
el doctorado en investigacion biomédica bésica en la UNAM,; realiz6 estudios posdoctorales en la Universidad de
Cadlifornia, en San Francisco. Desde una etapa temprana de su carrera tuvo acceso alas técnicas de ingenieria
genética cuando recién habian sido traidas a México por el doctor Francisco Bolivar. Posteriormente, se
especializo en la sintesis quimica del ADNy sus aplicaciones. Es investigador nacional nivel 11, del Sistema
Nacional de Investigadores, investigador titular "B" de tiempo completo del Instituto de Biotecnologia de la
UNAMy secretario académico de dicho Instituto. Ha publicado numerosos articulos en revistas y libros en México
y en el extranjero. Se ha desempefiado como profesor y director de tesis profesionalesy de posgrado.
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