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CAPITULO

Entre las ciencias tedrica y técmica existe una relacién dialéctica. La teorfa busca
¢l conocimiento de las leyes generales de la naturaleza a partir del estudio detallado de
numerosos fendmenos, en tanto, la técnica persigue el objetivo de convertir esos
conocimientos en instrumentos practicos vinculados directa o indirectamente a la
produccion material,

Esta interaccidn se ha hecho tan evidente en fas dltimas décadas, con la aparicién
de la revolucion cientificotécmica, que ha llevado a formular 1a tesis de la conversién
de la ciencia en una fuerza productiva; pero existe también la relacién inversa, o sea,
los avances tecnologicos también contribuyen, de forma considerable, al desarrollo
de la ciencia teorica con la produccién de instrumentos gue alcanzan cada vez un
grado mis elevado de perfeccién y que sirven para profundizar aiin més en el
conocimiento de la naturaleza, A esta situacién no escapan algunos campos, al parecer
tan alejados, de la vida prictica como la genética molecular.

Existen muchos ejemplos de como en los iiltimos 40 aiios, el desarrollo tecnolégico
ha conducido a gigantescos pasos de avance en el conocimiento de la biologia
molecular, La difraccién de rayos X permitié a los investigadores tener una visién
detallada de la estructura de las macromoléculas, asi como la técnica de centrifugacién
en gradientes de densidad de CsCl abrid las puertas al conocimiento del mecanismo de
replicacién del ADN. La adquisicion mas reciente lo constituye la técnica para unir
moléculas de ADN in vitro, denominada tecnologia del ADN recombinante. Esta técnica
bisica y sus muiltiples variantes han revolucionado el estudio de la genética de los
eucariontes y ha proporcionado fuentes de proteinas especificas en cantidades
consideradas anteriormente casi imposible.

En este capitulo se estudiarsn los procedimientos generales de esta tecnologia y
algunas implicaciones de sus procedimientos, en especial aquéllos que més vinculados
estdn con la prictica médica. No se pretende, ni mucho menos, hacer un anilisis
pormenorizado de este tema, que por lo demads esti en constante crecimiento, ni siquiera
dar una descripcion de sus miiltiples procedimientos. El objetivo principal es dar alos
lectores una idea de cémo estos conocimientos del nivel molecular de la biologia
pueden ser utilizados en la practica.

Procedimiento general

Existen numerosos procedimientos para ia manipulacién de los genes, de
acuerdo con los objetivos que se persigan. Un procedimiento general para la



Fig. 35.1. Procedimiento general. El ADN

del genoma de una célula de ma-
mifero (1) es fragmentado por la
accion de una enzima de restric-
cién {2), algunos de esos fragmen-
tos puede incluir el gen deseado
(3 en color). Numerosas copias de
un plismido son tratadas con la
misma enzima (4). Los plasmidos
y los fragmentos del genoma se
mezelan ¥ unen por accién de la
ADN ligasa y estos plasmidos
recomnbinados se introducen en las
bacterias {(6). Las bacterias sesiem-
bran en una placa (7) suficiente-
mente separadas, como para que
cada una de ellas pueda dar origen
a una colonia en que todas las cé-
lulas sean descendientes de una
sola, o sea, formen un clon. Sélo
algunos clones celulares conten-
drin el plismido con el gen desea-
do. Existe una forma muy simple
de localizar ese clon, si se posee el
ARNm derivado del gen, y se puede
utilizar como una sonda. Una mues-
tra de las colonias se transfiere a
un papel de filtro, fas células son
rotas para exponer su ADN (8) y
se le afiade el ARNm sonda mar-
cado con un isétopo radiactivo (9),
que se hibrida con el ADN desea-
do solamente, y el exceso es des-
cartado (10). Se realiza entonces
la autorradiografia del papel de
filtro (11} ¥, comparando la apari-
cién de la marca radiactiva con la
posicidén de las colonias en la pla-
ca original, se identifica la colonia
buscada (12).

obtencion de cantidades apreciables de productos génicos se puede dividir en las
etapas siguientes:

1. Obtencién de un segmento de ADN, o sea un gen, a partir de genoma de un organis-
mo dado.

2. Unién de este gen a una molécula de ADN capaz de replicarse.

3. Establecimiento de un medio adecuado que permita la propagacion de la unidad de
ADN asi formada.

La molécula de ADN utilizada para la propagacién del gen deseado se refiere
entonces come vector; éste es el vehiculo molecular que porta la informacién genética,
en la cual se estd interesado. Cuando el gen deseado se propaga en ese medio y se
replica, se liegan a obtener numerosas copias, se dice entonces que ¢l gen ha sido
clonado, y por ende, a este proceso se le da el nombre de clonacion. El término clonacion
se utilizé por primera vez para describir el fenémeno por el cual se obtiene un gran
mimero de células a partir de un antepasado {inico, por lo tanto aqui sélo se ha hecho
una extensién del concepto hacia la obtencién de un gran nimero de genes iguales a
partir de un gen inicial tinico.

Se har# una somera descripcién de cada una de estas etapas, haciendo énfasis enla
estrategia que se debe seguir mediante los procedimientos técnicos indispensable para
la comprension general del proceso (Fig. 35.1).
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Obtencion de genes especificos

Elmayor impacto de esta tecnologia fue sobre los mecanismos de las células eucariotas,
por eso solo se hari referencia a la obtencién de genes encariontes en forma simplificada,
pues en ocasiones, la complejidad del proceso rebasa fos limites de este texto.

El primer intento de obtencion de un gen eucarionte fue directamente de la célula; se
extraianias moléculas de ADN y se exponian a la accion de una enzima de restriccidn; los
fragmentos que se obtenian solian ser muy grandes y era necesario volver a fragmentarios
mediante una endonucleasa con especificidad diferente a la primera; esto podia repetirse
varias veces hasta obtener fragmentos de tamaiio adecuado para su manipulacién. El
estudio de los puntos de corte de varias enzimas sobre una molécula de ADN origina los
llamados mapas de restriccion, que consisten en la representacion de la molécula de ADN,
sefialando los puntos donde es cortada por cada una de las endonucleasas ensayadas;
cuando se tenia el fragmento deseado se procedia a su insercion en un vector. Pero este
procedimiento no dio los resultados esperados; a partir de experiencias de este tipo fue
que gquedaron establecidos el caracter discontinuo de los genes eucariontes y la existencia
de los intrones; estas caracteristicas entorpecian la expresién de los genes eucariontes en
bacterias.

El segundo procedimiento consistio en aislar no al gen, sino al ARNm transcrito a
partir de él, para ello generalinente se seleccionaba una célula especializada en Ia sintesis
de determinada proteina, de manera que la concentracién del ARNm fueralo mas elevada
posible, por ejemplo, los reticulocitos para el ARNm de la globina, las células 3 del
pancreas para ARNm de insulina, etcétera, Este proceder tiene la ventaja de que ya han
sido eliminados los intrones. Para la obtencién del gen se incuban el ARNm con
los 4 ANTP y una enzima que se obtiene de retrovirus, que es capaz de formar una
molécula de ADN tomando como moelde una de ARN, por lo cual se le ha denominado
ADN polimerasa dependiente de ARN, transcriptasa inversa o enzima de Temin, en honor
a Howard Temin, quien la descubrié en 1970. En este procedimiento se obtiene el llamado
ADN comnlementario (ADNc), en el cual se conserva la informacién necesaria parala
sintesis de proteinas, pero se han eliminado los intrones y, por lo tanto, no se requiere del
procesamiento del transerito primario.

El tercer procedimiento consiste en hacer la sintesis artificial del gen; en estos casos
se parte de la secuencia de aminodcidos del péptido, pues la sintesis de ADN muy largos
no ha sido posible aiin, y se deduce la secuencia de bases del ADN mediante el codigo
genético.

" Esta secuencia no necesariamente es igual a la del gen natural debido al caracter
degenerado del codigo. Por procedimientos complicados de sintesis artificial se lograuna
copia del gen con la secuencia de bases especificas.

Recoml_)inacién in vitro

Para el proceso de recombinacion in vitroson necesarias las enzimas de restriccion,
que ya fueron estudiadas en el capitulo 33. A los efectos de este procedimiento se
tendrin en cuenta sélo 2 tipos de enzimas, aquéllas que al producir el corte sobre
las 2 hebras del ADN lo hacen de forma que originan pequefios fragmentos
monofibrilares, y las que cortan en el mismo sitio las 2 hebras sin dejar en el producto
este tipo de fragmento; esta distincion se hace porque, de acuerdo con ¢l tipo de
enzima empleada, el procedimiento que se debe seguir serd diferente.

En el primer caso se opera de la forma siguiente: se extrae el ADN dela célulay se
digiere con una enzima de restriccion, sea la EcoR1, de esta forma se obtienen numerosos
fragmentos. El vector que se va a emplear se digiere ignalmente con la misma enzima;
se trata de que el vector empleado sélo tenga un sitio sensible a la acci6n de la
endonucleasa empleada; después s¢ incuban juntas las 2 muestras de ADN para permitir
su recombinacién y se afiade ADN ligasa para sellar las brechas y dejar la molécula
insertada en el vector (Fig. 35.2).

En el segundo caso se requiere de una enzima que es algo excepcional y que se
obtiene de algunos tejidos animales, se trata de la nucleotidil transferasa terminal, la
cual es una ADN polimerasa gue afiade desoxinucledtidos (a partir de dNTP) af extremo
3'-0H de un fragmento de ADN de cadena simple, con el hecho sobresaliente de que
no requiere un molde para su aecién.
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Fig. 35.2. Recombinacién con enzimas que originan fragmentos monofibrilares. Como se muestra en
la figura, si 2 ADN son tratados con una misma enzima de restriccion, de Ias que originan
fragmentos monofibrilares, al mezclar las 2 muoestras en presencia de ADN ligasa la
recombinacién ocurre facilmente.

El procedimiento entonces seria como sigue: se extrae el ADN de una célula y se
digiere con una enzima de restriccion, la Hael, y los fragmentos se soreten ala accién de
una 5’ -exonncleasa, especifica para eliminar algunos de los nucledtidos terminales y
originar un fragmento monocatenario con el extremo 3 ' -OH. Después, el ADN asi tratado
se incuba con un desoxirribonucledsido trifosfatade, puede ser dTTP, y ia nucleotidil
transferasa terminal que formard una cola de poli(T) en los 2 extremos 3 ' -OH. El vector
puede ser cortado con cualquier enzima del mismo tipo, se trata conla 5 ' -exonucleasa y
después se incuba con la nucleotidil transferasa terminal y el desoxinucledtico
complementario al empleado en el caso anterior (JATP) y se formari una cola de poli(A)
en ambos extremos 3 ' -OH del vector, por tltimo, se incuban el ADN tratado y el vector
con la ADN ligasa y se produce la recombinacién (Fig. 35.3).

Fig. 35.3, Recombinacién con enzimas gue no originan fragmentos moneftbrilares. Cuando 1a
enzima de restriccién no origina fragmentos monofibrilares es necesario fa accién de la
5'exonucleasa que crea un pequefio fragmento moncfibrilar, que serd utilizado por la
nucledtido transferasa terminal para afadir nucleétidos al extremo 3 ' -OH. Si al fragmento
de ADN de nuestre interés y al plismido qeue usaremos en la recombinacién se ahaden
nucledtidos de bases complementarias, se generan fragmentos menofibrilares que son com-
plementarios y qee al mezclarles en presencia de ADN ligasa recombinan ficilmente.




La recombinacién in vitre también ha permitido un modo relativamente ficil para
la obtencidn de genes. En ocasiones es mas sencillo trabajar con ¢l genoma completo
gue con un gen particular, sobre todo si este iltimo ¢s desconocido; eso se logra de la
forma siguiente: se extrae el ADN celular y se corta en fragmentos, utilizando enzinas
de restriccidn en fases sucesivas hasta que los fragmentos tengan un tamaiio de ficil
manipulacidn, estos fragmentos se aislan unos de otros y cada uno es recombinado con
un ADN viral, generalmente de fagos. Las colonias de fagos bien identificadas se
conservan, y pueden servir para la identificacion de genes especificos; a esta coleccion

. del genoma de una célula en fragmentos guardados en vectores especificos, casi siempre
en virus, se le da el nomhre de genoteca,

¢ Como buscar un gen en una genoteca? Existen varios procedimientos pero sélo
se hara referencia a uno de elios, un ejemplo hipotético sera mas ilustrativo. Suponga
gue un tipo de bacterias sintetiza una sustancia Pq, que €s necesaria para su crecimiento
y reproduccion, se obtiene un mutante de fenotipo Pq, que no sintetiza esa sustancia;
sise tiene una genoteca de la bacteria Pq* se puede aislar el gen mutado, para ello haga
crecer las bacterias Pq en varias colonias aiadiendo al medio de cultivo la sustancia
Pq, luego infecte cada una de las colonias con un virus de la genoteca portador de un
fragmento del ADN. Si se elimina la sustancia Pq del medio de cultivo, sélo podran
crecer aquellas bacterias que han incorporado de la genoteca el gen mutado. Como el
fragmento est4 identificado puede fragmentarse con enzimas de restriccion y hacer una
subgenoteca, que vuelve a probarse en otros cultivos, y asi sucesivamente hasta obtener
el gen que se busca. Por un procedimiento similar a éste se pudo descubrir y aislar el
oncogen ras.

Otros procedimientos de recombinacion in ¥itro no seran discutidos.

VYectores

En el acipite anterior se hizo referencia a los vectores; se entiende por vector auna
molécula de ADN gue se emplea para introducir el gen deseado en una célula, Para que
un vector sea util debe reunir las condiciones siguientes:

1. Debe ser capaz de replicarse.
2. Debe existir algiin procedimiento para detectar su presencia.
3. Debe haber alguna forma de introducir el vector en una célula.

Los 3 tipos fundamentales de vectores empleados en estos procedimientos y que,
por lo tanto, cumplen estos requisitos son los plismidos, algunos virus- especialinente
los bacteriofagos- y los llamados cromosomas artificiales de levadura,

Los plasinidos son moléculas circulares de ADN extracromosémico encontradas
en muchas bacterias y en algunas especies de encariontes. Muchos plismidos contienen
genes que son esenciales en determinados medios; por ejemplo, los plasmidos del tipo
R contienen genes que aportan a la célula la resistencia a determinados antibioticos,
que pueden aparecer en el medio por accién humana o por la presencia de otros
microorganismos que los producen. Los plasmidos de éste y otros tipos son generalmente
identificados por los genes que portan, sin embargo, en ocasiones, el plismido es
encontrado de manera accidental como una pequefia molécula circular de ADN presente
en una muestra aislada de un extracto celular.

Los plasmidos tienen por lo regular una sola molécula de ADN, cuyo peso molecular
estd entre 10¥ para los menores y 10° para los mayores.

Los plasmidos sélo pueden replicarse dentro de su propia célula, pero la forma en
que lo hacen no es necesariamente igual a la que se utiliza en los cromosomas, incluso
2 pldsmidos de una misma célula pueden tener formas distintas de replicacién. Se
pueden distinguir 2 tipos de pldsmidos de acuerdo con el control de su replicacion: los
de control estricto y los de control relajado; los del primer tipo existen en muy pocas
copias por célula y su replicacién se realiza junto con el ADN cromosémico, y al
dividirse la céluia se reparten de forma equitativa entre las 2 células hijas, y los del
segundo tipo existen en un nimero mayor y su replicacién es independiente de la del
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Fig. 35.4. Mecanismo de la penetracién de

un virus. Los virus se fijan a la
pared de las células bacterianas e
inyectan su material genético al
interior de la célula, en tanto, las
proteinas que forman la cubierta
de virus se quedan en el exterior;
esto hace que los virus puedan ser
utilizados cficientemente como
vectores en las experiencias de
ADN recombinante,

ADN cromosémico. Si se inhibe Ia sintesis de proteinas, estos plismidos se multiplican
rapidamente y pueden llegar a haber cientos por célula por lo que son preferidos para
ser empleados como vectores.

Muchos plasmidos pueden transferir una réplica de ellos desde una célula donante
auna receptora; por ejemplo, si una sola célula de E. coli que contiene el piasmido F se
afiade a un cultivo de células tipo F- que no contengan ¢l plismido, después de varias
generaciones una gran proporcion de células contendra el plismido F, o sea, se ha
realizado la transferencia de una réplica del plasmido F, de una célula F* a una célula
F-, sin que la célula inicial haya perdido el suyo. Como después de la transferencia, F
sereplica, con cada transferencia aparecen mas células donantes y como el fenémeno
ocurre 1 a 2 veces por generacién, el plismido se propaga riapidamente en el
cultivo. Estas caracteristicas de los plasmidos, asi como su posibilidad de
conjugacion (capitulo 31) hacen de ellos unos magnificos portadores de genes
para la tecnologia del ADN recombinante,

Los dem4s vectores méis empleados son los virus, éstos se encuentran formados
por una molécula de ADN y una cubierta de proteinas. Cuando un virus se afiade a un
cultive bacteriano, éste se fija a la pared celular e inyecta su ADN al interior, en tanto,
las proteinas de la cuhierta quedan fuera, como se muestra en la figura 35.4.

Dentro de Ia célula el virus utiliza el aparato metahdélico de ésta parala replicacién
de su ADNy la sintesis de las proteinas virales, de manera que con un solo virus que
penetre en una célula pueden obtenerse cientos de copias del ADN viral, que después
puede recuperarse con relativa facilidad.

Los cromosomas artificiales de levadura son grandes moléculas de ADN, que se
construyen con los centromeros y los telomeros de cromosomas de levaduras y
segmentos de ADN extrafio; también contienen las secuencias necesarias para la
replicacion. Ei criterio de seleccién del vector esta determinado esencialmente por el
tamafio del gen deseado. Los plasmidos son capaces de acomodar los genes mas
pequeiios, en tanto los cromosomas artificiales de levadura acomodan los de gran
tamafio y los virus, los de tamaiio intermedio.

Una vez que el gen deseado ha quedado incorporado al vector, éste debe ser
transferido al interior de una célula, lo cual en el caso de los plasmidos puede hacerse
mediante sales de calcio que aumenten la permeabilidad de las membranas de las
células bacterianas,

En el interior de la célula el ADN se replica muchas veces, por lo que se originan
numerosas copias del gen deseado, o sea, e! gen ha sido clonado.

Si el gen no es muy grande puede realizarse la clonacioén in vitro mediante el
procedimiento de la reaccién en cadena de la polimerasa; para ello es necesario contar
con 2 pequerios oligonucledtidos que sean complementarios a los extremos 5 del
gen, los cuales tendrin la funcién de servir de iniciadores; se procede de la forma
siguiente: el ADN se calienta a una temperatura de aproximadamente 94 “C para
provocar su desnaturalizacion, después se afiaden los oligonucledtidos v se enfria
lentamente hasta unos 56 “C, para permitir la hibridacién de los oligonucledtidos a los
extremos 5 ' de las 2 hebras del ADN desnaturalizado; entonces se afiade una ADN
polimerasa y la temperatura se eleva a 72 °C para realizar 1a elongaciéon del iniciador.

En Ia actualidad todos los componentes del sistema, incluyendo los 4 desoxinucledsidos
trifosfatados, seincuban simultineamente, puesse ufiliza la enzima Taq, extraida del Termophilus
aquaticus, que es resistente a los cambios de temperatura. Existen equipos que hacen
todo ef procedimiento de manera automatica. El primer ciclo demora casi 90
segundos, pero para los siguientes pueden utilizarse entre 50 y 60 segundos; se
debe tener presente que en cada ciclo, el nimero de moléculas de ADN presentes
se duplica, por lo cual existe un crecimiento exponencial del tipo 2", donde n es
el niimero de ciclos. Por este procedimiento pueden ohtenerse numerosas copias
del gen en escasos minutos.




Identificacién del gen recombinado

El plismido mis empleado para la clonacion es el pBR322 de E. coli, que tiene un
peso molecular de 2,% x 10* y porta los genes para la resistencia a la tetraciclina (tet) y
a la ampicilina (2mp), por lo que las bacterias que contienen el plismido pueden ser
detectadas al ponerlas a crecer en un medio que contenga esos antibiéticos. Ademis,
este plasmido presenta 7 sitios de restriccion para otro tanto nimero de enzimas.

El método mas empleado para detectar el plasmido recombinante es el llamado
inactivacidn por insercién, Los sitios para las enzimas BamHI y Sall estin dentro del
gen tet, luego si se produce la recombinacion utilizando cualquiera de estas enzimas,
el plismidao se torna amp” y tet, 0 sea, ha ocurrido una inactivacion del gen tet por 1a
insercion del ADN que queremos clonar.

El procedimiento en lineas generales es como sigue: el gen deseado se inserta en
el gen tet del plasmido pBR322 y éste se afiade a un cultivo de E. coli que sea amp- tet.
Después de esperar un tiempo adecuado para permitir la penetracién del plismido, las
células se transfieren a un medio que contiene cicloserina y tetraciclina. La cicloserina
mata a las células que crecen, se multiplican y que son resistentes a la tetraciclina. Las
que contienen el plasmido recombinado no pueden crecer por la presencia de tetraciclina
en el medio; después de un tiempo prudencial las células se lavan y se cambian a un
medio que contiene ampicilina, antibiético al cual las células son resistentes.

Por este procedimiento sobreviven las célujas amp* tet', que son precisamente las
que contienen el plasmido recombinado (Fig. 35.5)
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Fig. 3.5, Identificacion del plismido recombinado. Si empleamos un plasmido que tiene los genes
para la resisiencia a la tetraciclina (tet) y a la ampicilina (amp), 0 sea, es de tipo tet* amp*, ¥
el ADN de nuestro interés se incorpora en Ja zona del gen tet, se origina un plasmido que es
tet' amp*. 5i este plismido recombinado se introduce en una hacteria que sea tet amp’, la
bacteria se torna tet amp*. Estas bacterias se exponen a la accion simuitanea de la tetraciclina
v la cicloserina. Como fas bacterias que sean tet* crecen y se multiplican, 1a cicloserina ias
mata, en tanto, 1as tet’, como presentan una inhibicién de su crecimiento, no son afectadas
por la cicloserina. Si después las bacterias sobrevivientes se pasan a un medio que contiene
ampicilina, sélo quedardn aquéllas que sean resistentes y, por lo tanto, sean tet” amp*, que
son fas que han incorporado ef pldsmido recombinado.
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Problemas en la produccién de protefnas eucariontes

La utilizacion de bacterias para la produccion de proteinas de eucariontes origina
los problemas siguientes:

1. Las ARN polimerasas bacterianas no reconocen los promotores de eucariontes.

2. Los ARNm transcritos de genes eucariontes no contienen en el extremo conduc-
tor la secuencia rica en purinas, que permite a los ARNm de procariontes unirse
especificamente al ribosoma,

3. Las proteinas eucariontes sufren modificaciones postraduccionales especificas.

4. Las bacterias contienen proteasas que reconocen como extrafias las proteinas
eucariontes y las hidrolizan.

Los problemas 1 y 2 pueden eliminarse si el gen se une previamente a un promotor
bacteriano, por ejemplo, €l promotor del operdn fac.

El procesamiento de las proteinas en general se realiza in vitro. La proteccién
contra las proteasas se logra en ocasiones por la obtencién de bacterias mutantes, que
carecen de esa actividad especifica, o por el empleo de inhibidores. Aun asi, no es facil
lograr todas Ias condiciones requeridas para un caso especifico, de ahi que el mimero
de experiencias exitosas no sea aun muy elevado,

Expresién de genes clonados

Para la expresion de los genes clonados es necesario que éstos sean transcritos y
traducidos, para eso debe construirse el llamado vector de expresion.

Si el vector utilizado en la clonacién contiene un promotor cerca del sitio de
insercién, este promotor puede ser usado, pero en muchos casos el vector carece del
promotor adecnado, entonces es necesario reconstruirlo de forma que contenga, ademas
del gen de interés, el promotor adecuado. En estos casos se trata de emplear un promotor
fuerte para hacer mixima la transcripcion, o un promotor que presente alguna
caracteristica especial,

Fl procedimienfo corminmente utilizad o es redisefiar un plasmido, de manera que
contenga la regién promotor operador del operdn lac y hasta un pequeiio sector del
gen de la (3- galactosidasa seguido del gen deseado. En estas condiciones la adicién
del inductor conectari el sistema que producird la proteina deseada, y la adicién de
glucosa desconectarai el sistema al aumentar Ia concentracién infracelular def AMPc.

El trabajo mas dificil consiste en la purificacién de la proteina producida, pues es
una farea muy laboriosa que requiere una gran destreza y en la mayoria de los casos no
poca imaginacion.

A pesar de todos estos recursos no siempre se logra la expresion del gen; sélo una
de las 2 hebras del ADN es utilizada como molde en la transcripcién, y en el proceso de
recombinacion artificial se introduce ADN de doble hehra. Como los 2 extremos son
iguales, por la silnetria de la secuencia, existe la posibilidad de que el apareamiento se
produzca de forma que coincida la cadena codificadora del promotor con la no
codificadora del gen insertado, en este caso la expresion es imposible.

Basta que una o varias células logren la incorporacion del gen en la forma adecuada,
para que al cabo de algunas horas se tengan tantas copias como se quiera; la E. coli
tiene un tiempo de duplicacién de sélo 30 minutos.

Experiencia tipica

Una vez conocidos todos los elementos de trabajo, asi como las dificultades que
encierran estos experimentos, se describiri una experiencia exitosa de sintesis de un
producto eucarionte por medio del aparato metabélico de la E. Coli, se trata de la
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somatostatina, una hormona polipeptidica de 14 aminoacidos que se sintetiza
normalmente en el hipotilamo y el pancreas,

Como el niimero de aminodcidos es pequefio, se procedid a la sintesis artificial del
gen que contiene 51 pb, cuya secuencia en la banda codificadora seria:

T A C-(1as 42 bases que codifican la somatostatina)} A CTACT
Ia secuencia de bases en el ARNm seria
A U G-(las 42 bases de lasomatostatina)-UG AU G A.

Asi, este ARNm tiene un codon para la metionina (que no se emplea en la
iniciacion), la secuencia codificadora y 2 codones de terminacién consecutivos.

Se utilizé como vector un plismido de E. coli que fue reconstruido con un segmento
del operdn lac y que contenia la zona del promotor operador, asi como un pequefio
sector del extremo N-terminal de la 3 galactosidasa. El vector fue cortado mediante
una enzima de restriccién y recombinado con el ADN sintetizado.

Una vez lograda la incorporacién del plasmido a la bacteria, éstas fueron colocadas
en un medio de cultivo carente de glucosa al que se adicioné isopropiltiogalactésido
(IPTG), un inducter gratuito del operdn lac.

Cuando se produce lainduccion se obtiene una proteina que contiene un segmento
del extremo N-terminal de la 3- galactosidasa, unido a la somatostatina mediante la
metionina, y que termina gracias ala doble sefial de terminacion del ADN sintetizado.
Esta proteina es purificada y tratada con bromuro de cianégeno, un agente que provoca
la ruptura de enlaces peptidicos de} lado carboxilico de la metionina, de esta forma la
metionina ligante queda unida al extremo de la galactosidasa y se libera la
somatostatina (Fig. 35.6).

ACTATC e
Transcripeidn
W Traduccion
HN —  — Met —Ala —Gly —Cys —Lys —AsN —Phe —Phe -
Tp
0=C — Cys — Ser — Tre — Phe — Tre — Lys - Fig. 35.6. Sintesis de la somatos{atina. El
HO/ plasmide fue reconstruide con el gen
de la somatostatina, sintetizado
artificialmente, v ¢l promotor del
Bromuro de operdn kac. El codon para la metionina
HN — ¥ ciandgeno permitio que ai tratar el producte con
bromuro de ciandgeno se liherara la
———— Met H.N-—Ala—Gly Ser-—Cys—C=0 somatostatina del segmento de
OH [B-galactosidasa que tenia unido.

El uso de la metionina como ligante puede ser til en 1a sintesis de péptidos
pequetios, a menos que la metionina forme parte de la estructura del péptido.

En la actualidad se han logrado sintetizar otras proteinas de encariontes mediante
procedimientos similares al descrito como son: lainsulina, hormona pancreatica de
gran importancia en el tratamiento de la diabetes mellitus, a ovoalbimina y
especialmente el interferén humano, nn potente agente antiviral y posiblemente
antitumoral, Esta proteina es producida actualmente en nuestro pais por diferentes
procedimientos como ingenieria genética y fue utilizada en el tratamiento de la epidemia
de dengue hemorragico, introducida de manera criminal en Cuba y que costd la vida a
mis de 100 personas entre ellas a muchos nifios,
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Fig. 35,7, Alelos que difieren en sus sitios

de restriccion. Los penes Al y A2
somn alelos que se diferencian por-
que en vnos de ellos la mutacién
ha originado un nuevo sitio de res-
triccion. Asi, cuando el ADN es
tratado con esa enzima, el alelp Al
originara un solo fragmento de
restriccion de 20 kb, en fanto, que
A2 origina un fragmento de 8 kb
¥y oiro de 12 kb.

En principio cualquier proteina eucarionte puede ser producida mediante esta
tecnologia con un sisterna apropiado.

Empleo diagndstico

La presencia de formas alélicas de un gen en un individuo, que en algunos casos
pudiera ser patolégica, es detectada habitualmente por electroforesis o0 métodos
antigénicos de las variantes de proteinas, aun cuando se sabe que ello se debe en
ultima instancia a variaciones en la secuencia de bases del ADN en los loci
cromosdmicos correspondientes. Recientemente métodos derivados de la tecnologia
del ADN recombinante han permitido el andlisis directo de las secuencias del gen, asi
como determinar sus alteraciones especificas que provocan cambios estructurales de
una proteina particular. La utilidad de esta técnica es que permite la distincién entre 2
copias de un locos particular del genoma humano.

Elmétodo mas utilizado en la prictica para el estudio de las variaciones génicas es
¢l uso de las enzimas de restriccion; como estas enzimas realizan sn accion en sitios
especificos del ADN, un cambio en la secuencia puede conducir a la aparicién o
desaparicitn de unsitio particular y, por lo tanto, se altera el tamafio de los fragmentos
que se obtienen cuando el ADN es digerido utilizando esa enzimaj; lo mismo ocurre si
existen deleciones o inserciones.

La diferencia en los tamaiios de los fragmentos de una regién determinada de
cromosomas homologos puede ser detectada, con lo que se determina la existencia de
los alelos.

Suponga que un gen presenta 2 alelos A1y A2, en el Al existen 2 sitios reconocidos
por una enzima de restriccién separados por una distancia de 20 kb; pero en A2,
producto de las mutaciones, ha aparecido un nuevo sitio de restriccién para la misma
enzima entre los 2 anteriores, de manera que la accién de 1a enzima dar4 lugar a 2
fragmentos de 8 kb y 12 kb, respectivamente (Fig. 35.7).

Siel ADN de una célula se extrae y fragmenta con la enzima de restriccion, se
obtendrin numerosos fragmentos que deben ser sometidos a electroforesis en gel de
agarosa para separarlos de acuerdo con su tamaiio.

Se prepara un polinucleétido que contenga una secuencia de bases similar a Ia del
fragmento con tamatio de § kb, utilizando dNTP marcado con fésforo radiactivo, que
recibe el nombre genérico de sonda.

Una vez terminada la electroforesis, Ja placa de agarosa se transfiere a un soporte
solido embebide en una solucién que contiene la sonda y se da el tiempo suficiente
para permitir la hibridacién entre la sonda y el ADN fragmentado. El soporte se separa
de la solucién y se cubre con una placa fotografica (autorradiografia) que, al ser revelada,
muestra la posicién de los fragmentos de interés. Como la sonda sélo puede hibridarse
en la zona del fragmento de 8 kb, aparecers unida tanto al alelo A1 como al fragmento
pequeno del alelo A2, que por ser de diferentes tamaiios aparecen en sitios diferentes
en ia autorradiografia (Fig. 35.8).

Si una familia es portadora de una enfermedad genética producida por genes de
este tipo, puede hacerse el diagnostico prenatal mediante la obtencién de células del
liquido ammidtico y procesindolas de esta manera. En nuestro pais ha sido introducido,
hace algunos afos, un procedimiento similar para el diagndstico prenatal de la
sicklemia. Procedimientos de este tipo pueden ser utilizados en los departamentos de
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12kb
§ kb

trasplante de drganos para realizar una caracterizacion mas profunda de la
compatibilidad entre los donantes y los receptores. También este procedimiento puede
ser utilizado en medicina legal, siempre que en un hecho delictivo queden como
huellas célutas de los delincuentes, como en el caso de homicidios, violaciones, efcétera.

Perspectivas

Muchos son los campos del quehacer humano donde la tecnologia del ADN
recombinante puede dar grandes resultados. La introduccién de genes especiticos en
bacterias puede ser de gran utilidad, si estos organismos con su actividad provocan un
mejoramiento del suelo, un incremento en la fijacién de nitrégeno u otras

Fig. 35.8. ldentificacion de fragmentos de
restriccion. El ADN gendmico de
3 individuos es fragmentado me-
diante una enzima de restriccidon.
Los fragmentos se somefen a una
electroforesis en gef de agarosa que
los separa de acuerdo con su lon-
gitud. Se transfieren a un soporte
solido y se embeben en una solu-
cién que contiene la sonda
radiactiva durante el tiempo ne-
cesario para permitir la hibridacion;
después se somete a un proceso de
autorradiografia que revela la po-
sicitin de las zonas hibridas. Como
se observa en los resultados, el su-
Jjeto A es homocigético para el alelo
Al (de 20 kb}, el sujeto C es
homocigético para el alelo A2 y
el B es heterocigético, pues pre-
senta tanto ¢l alelo Al de 20 kb
como ef A2 que origina el frag-
mento de 8 kh.
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modificaciones que hagan que se obtengan cosechas mds productivas, tanto cualitativa
come cuantitativamente,

La produccion de agentes bioldgicos, que ayudan al hombre a combatir las enfer-
medades en fermas inccna y econdémica, es también una de las posibilidades de estas
técnicas.

La produccién de microorganismos, que ayudan a combatir la contaminacién
ambiental tantc de la atmésfera como de los mares y rios, propiciaria que el hombre
pueda vivir en un planeta con ambiente menos agresivo; ésta entre otras producciones
constituyen posibilidades casi inmediatas de la tecnologia del ADN recombinante.

Aun cuando en estos momentos no se vislumbra, puede, que en un futuroe no
lejano, esta técnica sea capaz de enfrentar el tratamiento de enfermedades hereditarias,
al producir rectificaciones de los genes alterados mediante su sustitucién por los nor-
males.

Se requieren muchos afios de investigacion y trabajo para que la humanidad agote
las posibilidades de esta nueva conquista de la ciencia.

Eslamentable que la ingenieria genética también puede ser utilizada en contra de
los hombres. La creacién de organistnos productores de enfermedades con elevada
capacidad inefectiva, contra los cuales no existen tratamiento y la contaminacion del
ambiente con productos residuales del metabolismo de bacterias alteradas son ejem-
plos menores de como pueden utilizarse las manipulaciones genéticas contra sus pro-
pios descubridores.

Esto no debe llevar a suspender las investigaciones en este campo, pues el empleo
que se dé a sus resultados no depende de los procedimientos empleados, sino de las
concepciones ético-politicas de los gobernantes de los paises donde se desarrolle esta
importante tecnologia.

La explosion de 1a bomba atémica en Hiroshima y Nagasaki, con toda su secuela
de muerte y destruccién que se extiende hasta nuestros dias, por una parte, y las
grandes centrales dtomo eléctricas que existen en numerosos paises que han llevado la
comodidad y el desarrollo a grandes micleos de poblacién, por otra, ejemplifican de
forma clara que el peligro no esta en las fuerzas de la naturaleza que el hombre descu-
bre, sino en el empleo que ¢l propio hombre hace de ellas.

En todo caso nuestra posicién, desde el punto de vista ético, lieva a condenar el
uso de estas -y de cualquier otra- conquistas de la ciencia como instrumento para
provocar la destruccion de la humanidad, en vez de hacerlo parasu bienestar y desarro-
ilo.

Resumen

Uno de los éxitos miis sobresalientes de la genética molecular ha sido la intro-
duccién de la tecnologia del ADN recombinante, que ha permitido obtener protei-
nas eucariontes en cantidades antes insospechadas y al mismo tiempo un an4lisis
del gen al nivel molecular.

El procedimiento general consiste en la obtencién de un gen particular, su
incorporacién a un vector y su propagacién. Los genes pueden obtenerse por frag-
mentacién del ADN, por aislamiento del ARNm y sintesis del gen por la transcriptasa
inversa o por sintesis artificial del gen. Los vectores mis empleados son los
pldsmides, los virus y los cromosomas artificiales de levadura. La unién del gen al
vector puede ocurrir de 2 formas, segiin el tipo de enzima de restriccién empleada
en el proceso. Cuando la enzima no da fragmentos monofibrilares se requiere el
concurso de la nucleotidil transferasa terminal.

La produccién de proteinas eucariontes en bacterias presenta varias
dificnltades, pero basta con obtener algunas células recombinantes que,
proporciondndoles el medio adecuado, en pocas horas se tendriin tautas como se
quiera.




Mediante estos procedimientos se han obtenido numerosas proteinas, entre
ellas la somatostatina, la insulina y el interferdn, el cual se obtiene con éxito en
nuestro pafs desde hace algunos aiios,

La tecnologia del ADN recombinante puede ser 1itil en el anslisis del genoma y
proporciona un procedimiento preciso para ¢l diagndstico prenatal de algunas
enfermedades genéticas; también puede ser utilizada en los departamentos de
trasplante ¥ en medicina legal.

Amplias son las perspectivas de esta tecnologia para la agricultura, el
saneamiento ambiental y Ia medicina. No obstante, también puede ser empleada en
perjuicio del hombre, dependiendo de quienes sean los que la empleen y no de los
procedimientos técnicos. La bumanidad debe condenar enérgicamente el empleo
criminal de estos procedimientos,

Ejercicios

1. ; Cuales cree usted que son las caracteristicas que presentan los plasmidos que les
permite servir de vectores en los procedimientos del ADN recombinante?

2. Haga un disefio de un experimento para recombinar ir vifroun gen con un plasmido,
utilizando alguna de las enzimas de restriccion que aparecen relacionadas en el
capituio 33,

3. {Cual fue el principal inconveniente encontrado al utilizar directamente los genes
eucariontes para la recombinacion in vitre? ; Cémo pueden eliminarse esos incon-
venientes?

4. ;Por qué no siempre se logra la expresion de los genes aiin cuando han sido
incorporados al vector y éste se multiplica en la célula receptora?

5. ;Qué ventaja representa la incorporacion del promotor lac en los vectores?

6. ; Como puede la tecnologia del ADN recombinante favorecer el desarrollo de un
departamento de trasplante de 6rganos?

7. ¢ El hecho de que los procedimientos del ADN recombinante puedan ser utilizados
para causar dafio a la humanidad, debe indicarnos que hay que concluir las inves-
tigaciones en este campo?

8. ; Qué perspectivas representa la tecnologia del ADN recombinante para los paises
subdesarrollados?
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Resumen de 1a seccion

Esta seccién se ha dedicado al estudio de los principales aspectos relacionados
con la informacion genética interpretindolos desde el punto de vista de la estructura,
las propiedades y las funciones de las macromoléculas.

La informacidn genética es una de las formas de expresién de la informacién
molecular que puede ser de tipo secuencial y conformacional; por lo que no se trata de
un nuevo tipo de informacion, que distinguirla cualitativamente sélo pretende realzar
su significado para la vida de las células. No obstante las diversidades de procesos y
mecanismos, se pueden encontrar algunas generalidades que a manera de resumen
general se exponen a continuacion.

Toda la informacion genética que determina la identidad de cada organismo esta
codificada en la secuencia de bases nitrogenadas del ADN y por lo tanto es esencial-
mente de tipo secuencial. Pero el ADN contiene ademas en su estructura las instruccio-
nes para su lectura, dadas por las irregularidades estructurales que surgen alolargo de
Ia molécula, de acuerdo con ia secuencia de bases en sectores especificos. Todo el
proceso de surgimiento y transformacidn de los seres vivos durante el periodo evolu-
tivo alcanzan su 1ltima expresién en la lucha entre la estabilidad y la mutabilidad de
esa secuencia de bases.

Conservar lainformacién genética de un organismo y garantizar que éste origine
siempre descendientes iguales a si implica conservar inalterada la secuencia de bases
de su ADN. Por el contrario, la aparicion de variedades en la forma o las funciones de
los organismos significa la alteracion de la secuencia de bases de su ADN con respecto
a la de sus progenitores. La existencia de secuencias no codificantes, de genes repeti-
dos y los mecanismos de modificacién-restriccion por una parte y el complejo meca-
nismo de replicacion del ADN, que implica una elevada fidelidad de copia, asi como
los de reparacion aseguran a la estabilidad del material genético; mientras que las
mutaciones y la recombinacion genética contribuyen a la mutabilidad del mismo. Es
evidente que aqui sélo se hace referencia a lo que sucede en el organismo, pues las
condiciones de] medio influiran decisivamente en determinar cuales seran los organis-
mos que permaneceran y cuales no. De esta forma a lalucha entre la estabilidad vy 1a
mutabilidad del material genético se suma la lucha permanente entre €l genoma y €l
ambiente; ambas han contribuido de forma decisiva al desarrollo historico natural de
los seres vivos, desde las formas mas simples hasta las mas complejas.

A pesar de las diferencias evidentes que existen entre todos los procesos de trans-
ferencia de informacion genética, hay en eilos una uniformidad fundamental. El meca-
nismo basico que se pone en juego en os diferentes fenémenos relacionados con la



informacidn genética es el apareamiento de bases que es muy estricto en el ADN y
menos en el ARN. Este mecanismo es el que sirve de base a la replicacidn, la transcrip-
cién, Ja recombinacién y la reparacién, también est4 presente en la traduccién, puesla
colocacion de los aminoacidos en la cadena polipeptidica depende del apareamiento
de bases entre el codon y el anticodon. Es por ello que en todos estos procesos siempre
se utiliza una secuencia de bases que dirige el orden en que los diferentes componentes
deben ser organizados,

La parte activa de todos los mecanismos la representan proteinas, un grupo de
éstas tiene la caracteristica de reconocer secuencia de bases especificas y proceder de
acuerdo con ellas, El origen de replicacién, el promotor, el operador, el terminador, las
secuencias iniclales y finales de los intrones son algunos de estos ejemplos donde
secuencias especificas de bases son reconocidas por proteinas especificas y ese reco-
nocimiento es indispensable para su actividad. Otras tienen actividades enzimdaticas
especiales que se ajustan perfectamente a las caracteristicas estructurales de los Acidos
nucleicos y que no son posible encontrar en enzimas que actiien con otros sustratos. En
casi todos los casos estas proteinas se asocian formando grandes complejos
multiproteinicos que por sus diferentes actividades y su organizacion
supramacromolecular constituyen verdaderos organitos subcelulares.

Por la importancia que tienen parala vida y por su elevado grado de complejidad,
todos estos procesos necesariamnente tienen gue estar sometidos a finos mecanismos de
regulacion que permitan que ellos se realicen en el momento y en el lugar adecuados;
este control se ejerce a varios niveles y responde a nuinerosas sefiales que forman vias
de transferencia de informacion que van desde el entorno hasta el micleo celular. Por
los conocimientos actuales se sabe que esas vias forman verdaderas redes que conver-
gen o divergen de nudos de acumulacién de informacién y que muchas veces tienen
caracter redundante. En estos momentos los mecanismos mejor conocidos son los de
control transcripcional.

A pesar del avance alcanzado en los dltimos afios, el conocimiento actual que se
tiene de estos fendmenos no permite arribar a otras conclusiones, pues en todos [os
mecanismos quedan aiin aspectos importantes por dilucidar, sobre todo en lo referente
a las propiedades de las proteinas que participan en ellos y a sus mecanismos de
regulacion,

Se espera que con la introduccion de los procedimientos de la tecnologia del ADN
recombinante en los proximos afios, muchos de estos aspectos queden esclarecidos,
aunque de seguro el caracter inagotable del conocimiento de la naturaleza planteara
problemas que hoy son totalmente desconocidos.

Bigafavica Médica
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