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Clase de Bioquímica                                                                

En algunos virus, el material genético puede ser RNA.

El material genético tiene múltiples características. Almacena información y esta información puede expresarse según las necesidades. La expresión de la información no solo va a significar la producción de proteínas, sino que pueden ser proteínas y también RNA, ya que no todos los DNA van  a cumplir la función de producir proteínas. Hay DNA que están cumpliendo una función reguladora, Hay otras que su función es para que los transcriptos procesen adecuadamente. Están los DNA mitocondriales y los de transferencia. Por los años 60 se sabía fehacientemente que el DNA era el material genético; también se sabía la estructura del DNA, pero, por ejemplo, si nosotros pensamos en el ser humano, no todas las células tienen la misma información, como por ejemplo el páncreas secreta insulina y las células epiteliales no, entonces la pregunta es ¿será distinto el DNA? El DNA es igual en todas las células del organismo, pero la expresión es distinta y por eso se entiende lo que pasa aquí, es decir, la información va a estar, pero se va a expresar según los requerimientos, entonces tiene que haber una regulación de la expresión genética, lo que es muy importante. La regulación debe existir para que se sinteticen las moléculas cuando se necesitan y donde se necesitan. Otra propiedad es que esta información debe ser transmitida a las células hijas con el mínimo de error. Si hay error, es producto de las mutaciones. La molécula debe tener una unidad física y química.

A comienzos de siglo ya se hablaba de cromosomas. Nosotros hoy en día que son los cromosomas ¿cómo podría Ud. describirlo? Todos los hemos visto cuando están en su máximo estado de condensación, en mitosis, esto es cuando la célula se va a dividir, es decir, éstos serán visibles solo en mitosis, y cuando la célula no está en mitosis se habla de interfase, y ahí no se habla de cromosomas sino de cromatina. Cada vez que una célula se va a dividir, vamos a ver mitosis, T1, S y T2. Siempre que una célula este en proliferación tiene que pasar por estas fases; pero también esta célula puede salirse del ciclo y entrar en un periodo estacionario llamado ¿?, Pero también pueden nuevamente entrar y comenzar a dividirse. La etapa en que se va a duplicar el material genético es lo que vamos a conocer como S. Si nosotros definimos que son los cromosomas vamos a decir que son ADN ¿mitocritico?. El ciclo celular también debe tener una regulación, no puede estar la célula dividiéndose en forma indefinida, sino que tiene que dividirse cuando lo necesita y puede entrar en estado estacionario y de ahí volver al ciclo o determinar la muerte celular o apoptosis, y estas células tendrán que ser reemplazadas por células nuevas. Es importante que exista regulación, porque si hay mucha proliferación pueden aparecer tumores, producta de una perdida de regulación de la proliferación determinada por la mutación de los genes.

Hasta los años 40 se pensaba que el material genético eran las proteínas, las que están formadas por 20 a distintos, mientras los acinucleicos están formados solo por 4 bases distintas, entonces se pensaba que era una molécula demasiado simple para ser  material genético. Se hablaba de un principio transformante, pero no se sabía cuál era su estructura.

En el año 1928, trabajando con cierto tipo de bacteria se demostró que habían dos tipos de bacterias, una formaba colonias lisas y la otra rugosas: si a un ratón le inyectaba bacterias que formaban colonias lisas se producía la muerte de este, mientras que si le inyectaba bacterias que formaban colonias rugosas el ratón seguía viviendo. La diferencia entre estos dos tipos de bacterias radica en que las lisas tenían en  su membrana un polisacarido. Si se mataban las bacterias patógenas, y se las inoculaba en ratón, este vivía, mientras que si mezclábamos bacterias patógenas muertas con bacterias no patógenas vivas, el ratón moría, y si se le sacaba sangre al ratón se le encontraba en ella presente los dos tipos de bacterias vivas, entonces se habló de un principio transformante, que había algo que pasaba a las otras bacterias que las transformaba, pero la estructura de este principio transformante era desconocido. Por eso algunos decían que eran proteínas, otros que provenía de lípidos, o que era el RNA o el DNA, pero este último era en el que menos se creía que fuese.

Después, en el año 1944, otro investigador trató de identificar este principio transformante, y vio que cuando en el extracto agregaba ¿PIasa? El principio transformante quedaba intacto, lo mismo que pasaba cuando le agregaban lipoproteasas, por lo tanto no eran no proteínas ni RNA, pero si DNA, y esa fue la primera evidencia de que el DNA era el material genético y el principio transformante, pero no muchos le creyeron, hasta que en otro experimento realizado mas o menos el año 1947 se comprobó lo dicho anteriormente. Con dos bacteriofagos (virus que atacan bacteria) que tenían como precursor azufre 25, marcó la cisteína,  y con eso estaba marcando la proteína, y marcó el DNA con fósforo 32. Entonces tenía dos tipos de bacteriofagos, unos marcados con azufre 25 y otros marcados con fósforo 32. Con estos, infectó e. coli después lo agitó para que todos los virus que no habían entrado a la bacteria se acercaran y luego procedió a analizar la bacteria infectada. Se encontró que cuando se marcaba la proteína ala mayor parte de la radioactividad de encontraba sobre la matriz. Cuando se marcaba el DNA, se encontró que la radioactividad estaba ubicada mayormente en el ¿centro?, ya que él los separaba por centrifugación. Después, la analizar la progerie, se vio que había una parte de ella que estaba también marcada con el fósforo 32, lo que comprobó fehacientemente que el DNA era el material genético, y desde ese momento comenzó la batalla para conocer la estructura del DNA.

Se sabe en el caso del DNA que es una macromolécula. Cada cromosoma está formado por una molécula de DNA. Cada cromosoma es una molécula de DNA, que es muy larga, y que está formada por desoxirribonucletidos. Estos están formados por bases púricas y pirimídicas mas la desoxirribosa, y la información, de alguna manera va a estar en las bases, que son adenina, timina, guanina y citosina.

Watson y Crick en el 54 determinaron que el DNA era una doble hélice, que las cadenas eran complementarias, es decir adenina se une con timina y citosina y ambas cadenas sirven de molde para ser duplicadas en el proceso de replicación. Las enzimas que duplican el material genético son las DNA polimerasas.

Las cadenas son antiparalelas, es decir una va en sentido  3´-5´, y la otra va en sentido 5´-3´, esto ocurre siempre. Las bases se ubican en el interior, y guanina con citosina forman tres puentes de hidrogeno, y adenina con timina forman 2 puentes de hidrogeno. Los azucares y los fosfatos están ubicados hacia fuera, o que le da carácter negativo a la molécula. Las dos cadenas están unidas entre sí por los puentes de hidrógeno y por interacciones hidrofóbicas entre las bases. Cuando el DNA se separa se dice  que e DNA se denatura. La denaturación se produce mediante el rompimiento de los puentes de hidrógeno por la aplicación de calor, ya que no son uniones de tipo covalente, pero si yo pongo a las cadenas denaturadas en un medio en condiciones apropiadas de temperatura y salinidad las hebras se pueden volver a renaturar, es decir, se juntan de nuevo. Si usted en este proceso agrupa a otra molécula, y esta molécula tiene hebras complementarias, se puede formar un híbrido, y ahí se habla de hibridización. Entonces pasaremos el concepto de denaturación, renaturación  e hibridización. También veremos la denaturación térmica, que es cuando se mide la absorvancia a distintas temperaturas.

Cuando Watson y Crick mostraban la estructura del ácido nucleico, ellos inmediatamente dijeron, sin ninguna base experimental, que estas hebras se separaban, y que cada una servia de molde para la replicación, y posteriormente fue demostrado esto experimentalmente, y de esta manera la célula hija tiene la misma información. Este material genético, ya sea ácido nucleico o RNA, en el caso de los virus, puede ser distribuido también por otras moléculas, como es le caso de la desoxirribonucleasa y la ribonucleasa. La desoxirribonucleasa puede actuar hodrolizando DNA y la ribonucleasa hidrolizando RNA.

Hasta los años 70 todas desoxirribonucleasa y ribonucleasas podían separar en cualquiera parte la molécula y en el año 72 se encontró un tipo de desoxirribonucleasa que se conoce como enzima de restricción, y estas son desoxirribonucleasas pero que cortan en una secuencia especifica. En este minuto se conocen mas de cien tipos distintos de enzimas de restricción que cortan en distintas secuencias, aunque hay algunas que lo hacen en la misma secuencia. Este hallazgo, de la enzima de restricción, junto con el de la transcriptasa reversa, permitió el desarrollo que hoy se conoce como ingeniería genética, porque son dos grandes herramientas, una que corta en forma específica, y el otro hallazgo de la transcriptasa reversa. Hasta mas o menos el año 72´ se hablaba del dogma de la biología molecular, lo que significaba que el DNA tenía información para que esta se transcribiera............, pero con este nuevo hallazgo el dogma de la biología molecular se cambió, y se encontró que también se podía sintetizar DNA a partir de RNA, y esto ocurre gracias a la transcriptasa reversa que poseen los retrovirus, ya que en ellos el material genético está en la forma de RNA, pero cuando infectan a la célula pasan por un intermediario DNA y luego pasan de nuevo a RNA. El caso más clásico es el del cáncer como el sarcoma y el virus del SIDA.

¿Cuáles son las características en general de los virus? Aquí hay tres tipos de virus. Los adenovirus. El virus del SIDA es un virus que afecta la serie T. Tenemos la cabeza, la cola, la que se va a adosar y deja que pase el material genético al interior. El adenovirus produce enfermedades respiratorias. En estos virus el material genético siempre va a estar en el interior, protegido, y son inertes a menos que afecten a una célula. En el VIH, el material genético es RNA, pero cuando infecta a la célula lleva la transcriptasa y permite que este RNA pase a DNA, y este DNA pare y tenga información para producir más virus. 

Gracias a estas dos enzimas en el año 82´ u 83´ se obtuvieron las primeras bacterias que sintetizaron insulina y en este momento se usan estas bacterias para fabricar insulina usada en diabéticos, ya que con la transcriptasa se tuvo la manera como copiar la información, en este caso el mensajero de insulina copiado a DNA, pero esto lo veremos más adelante. Este mensajero se insertó en otra molécula que se usó como vehículo para llevar la información  a la bacteria. No es el gen el que se introduce en la bacteria, sino el mensajero, porque si hubiese sido el gen no hubiésemos tenido la insulina como producto, ya que el concepto de gen en procariontes es distinto al de eucariontes. En procariontes tenemos un gen que secuenciaba y era la copia del producto, pero en eucariontes no es continuo, sino interrumpido. El mensajero está ya procesado, y si ponemos al gen, la bacteria no tiene las enzimas necesarias para poder procesarlo en forma correcta, por este motivo en estos experimentos lo que uno produce es el mensajero, pero copiado a DNA gracias a la transcriptasa reversa. 

