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LAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS*
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LOS CONOCIMIENTOS que se tienen actualmente sobre la estructura de los 4cidos
nucleicos permiten interpretar algunos de los distintos fenémenos bioldgicos
a un nivel molecular.

Como se sabe, existen dos tipos fundamentales de dcido nucleico que reciben
el nombre de desoxirribonucleico (ADRN) o ribonucleico (ARN), de acuerdo
con la presencia en su estructura de uno de los dos aziicares correspondientes,
desoxirribosa o ribosa. El 4cido desoxirribonucleico representa el material gené-
tico caracteristico de la especie, por lo tanto es el agente quimico que almacena
y distribuye la informacién necesaria para reproducir a un organismo. E1 ADRN
manifiesta su accién indirectamente a través del 4cido ribonucleico, el cual actia
a su vez como un transportador de informacién genética de tipe secundario en-
cargindose de la sintesis directa de otros compuestos como las moléculas proteicas.

De acuerdo con lo anterior, debemos demostrar que “la morfologia y la
conducta de la célula asi como la de sus distintos componentes, pueden basarse
o encontrarse en estrecha relacién con la funcién, el metabolismo y la estructura
fisica y quimica de los 4cidos nucleicos”.

CARACTERISTICAS QUIMICAS Y FISICAS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

De los estudios mas extraordinarios en el campo de la Bioquimica se encuen-
tran sin lugar a duda los que se refieren a la estructura de los acides nucleicos
tanto desde el punto de vista de su composicién quimica como al orden que
guardan sus partes integrantes, en las dimensiones del espacio.

La primera noticia que se tiene al respecto parte con el descubrimiento de
la “nucleina”, por Miescherl en 1869. Este investigador que trabajaba en el
laboratorio de Hoppe-Seyler en Tubigen, Alemania, pudo demostrar la presencia
de fésforo en este material aislado de nticleos de leucocitos, lo que para esa época
significaba una novedad ya que la lecitina era la Gnica substancia conteniendo

* Trabajo de ingreso a la Academia Nacional de Medicina, leido por su autor en
la sesién del 22 de agosto de 1962.
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fésforo. Posteriormente, en 1874, gracias al trabajo de Piccard!, se lograron ob-
tener nuevos datos, como la presencia de las bases puricas, adenina y guanina, en
acido nucleico aislado de esperma de salmén.

adenina guanina

Fie. 1. Modelos estéricos de las bases piricas, adenina ¥ guanina.

Mas tarde, Kossell trabajando por espacio de 26 afios solamente en este
campo (1879-1905) ya que después cambié su interés a las proteinas asociadas
a los nucleicos, descubrié un carbohidrato en nucleico de células de levadura
(identificado por Hammarsten! en 1894 como pentosa) ademds de las bases
pirimidicas, timina y citosina, en nucleico de la glindula de timo y uracilo en
nucleica de levadura. (La desoxiribosa fue demostrada por Levene en 1930 en
nucleico de timo).
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Fie. 2. Modelos estéricos de las bases pirimidicas, citosina, timina y uracilo.

Por un tiempo se pensé en la presencia de un 4cido nucleico exclusivo de te-
jides animales (ADRN) y otro de vegetales (ARN), prevaleciendo esta idea
hasta el afio de 1944 cuandoe por los estudios efectuados en el laboratorio del Dr.
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Levene® utilizando técnicas enzimaticas y quimicas para la degradacién de los
nucleicos,se logré demostrar la presencia de ambos tipos tanto en vegetales como
en animales. La composicion quimica fundamental quedé establecida en la si-
guiente forma: (Véase Tabla I)

TapLa I

COMPOSICION FUNDAMENTAL DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Acido desoxirribonucleico Aecido ribonucleico
(ADRN) (ARN)
@) Puricas Adenina y guanina Adenina y guanina
Bases
b) Pirimidicas Citosina y timina Citosina y uracilo
Azlcar D-2-desoxirribosa D-ribosa
Fosroro (-HaPOy) una molécula de P/ una molécula de P/
molécula de azicar molécula de azicar

Como puede apreciarse los dcidos nucleicos se encuentran formados por una
base ya sea del tipo purina o pirimidina, un aztcar, ribosa o desoxirribosa y
finalmente un radical fosférico. La manera como se unen estos compuestos se
especificard mas adelante.

Como los datos analiticos obtenidos por esa época, indicaban cantidades pa-
recidas en las cuatro bases, se propuso como unidad elemental para integrar un
acido nucleico a un “tetranucleétido™, conteniendo a las cuatro bases conocidas.
No fue sino hasta el afic de 1947, cuando Vischer y Chargalf? lograron modifi-
car este concepto, ya que por técnicas cromatogrificas demostraron que las bases
no estaban presentes en cantidades equimolares. En realidad Chargafft si pudo
encontrar ciertas regularidades en los cocientes relativos de las bases piricas
y pirimidicas, es decir Adenina-Timina y Guanina-Citosina. Por éstos ¥ otros
estudios se tuvo conocimiento ademds sobre la presencia, aungue en menores
cantidades, de muchas otras derivadas de la adenina, guanina, citosina y uracilo.
(Véase Tabla IT)

Para complementar los estudios relacionados con la estructura primaria de
los dcidos nucleicos, mencionaremos los que se refieren al tipo de enlace quimico
presente entre los tres componentes de cada nucledtido. Se han demostrado uno
de tipo glucosidico entre la base parica o pirimidica y el aziicar, el otro entre
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el mismo azicar y el radical fosférico, pero de tipo ester. Lo anterior se aplica
por igual a las estructuras de los des nucleicos. (Véase Fig. 3)

Tasra II

NUEVAS BASES PURICAS Y PIRIMIDICAS PRESENTES EN

ACIDO RIBO Y DESOXIRRIBONUCLEIGO

Bases Estructura Presente en Referencias
6-metil-amino purina | ARN y ADRN de Esche- | Dunn y Smith,5 1955.
richia coli Littlefield y Dunn,® 1958.
Plricas z - = e - - =
2-metil-adenina y 6-di-| ARN de Escherichia coli, | Littlefield y Dunn,® 1958,
metil-amino purina Aerobacter aerogenes y
en microsomas de le-
vadura e higado de
rata.
N2-metil-guanina "| ARN de levadura Adler, Weissman y Gut-
1-metil-guanina man7, 1958.
5-metil-citosina ADRN de mamifero, pe- | Wyatt® 1950.
ces, insectos y germen | Littlefield y Dunn,® 1958.
de trigo, Amos y Korn® 1958.
ARN de E. coli
5-hidroxi-metil-citosina | ADRN de fagos Ts Ty y|Wyatt y Cohen0 1952,
Tg de E. coli. 1953.
ARELICAR glucosa-5-hidroxi metil-| ADRN de fagos de E.|Sinsheimer,l 1954.
citosina coli. Volkin 12 1954.
.‘Pseudo-uridina® ARN de levadura y Davis y Allen13 1957,
(uracilo-5-ribosa) ARN de pidncreas. Cohn% 1960,
Kemp y Allen,15 1958.
g
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Fie. 3. Estructura quimica de un adenin nucleétido para sedialar la posicién de los

enlaces quimicos entre los componentes, base, aziicar y radical fosférico.

Ahora bien, tan pronto como se pudieron preparar ambos tipos de nucleico
en la forma de polimeros de alto peso molecular en estado nativo®, por medio
de procedimientos adecuados como la extraccién en solucién salina, detergentes
anidnicos, etc., se despert$ el interés por conocer el modo de unién entre estos

*

tabaco, hasta 8 X 106 para el ADRN de la glindula del timo.

Los pesos moleculares varian de 2 X 106 para el ARN del virus del mosaico del
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nucleétidos para formar la cadena polinucleotidica. Segim los resultados por ti-
tulaci6n, se pensé que la gran mayoria de los enlaces internucleotidicos podrian
ser del tipo fosfodiester, aceptindose la siguiente secuencia.

BASE— AZUCAR— RADICAL FOSFORICO
BASE —— AZUCAR— RADICAL FOSFORICO
BASE —AZUCAR— RADICAL FOSFORICO

Fie. 4. Modo de unién entre los nucleétidos a través de los enlaces fosfodiester.

Esta estructura se afiné aiin mas por medio de estudios enziméticos!8 utili-
zando desoxirribonucleasa y ribonucleasa de pancreas, fosfodiesterasa de veneno
de serpiente y otras enzimas, hasta establecer que los enlaces internucleotidicos
més probables debian ser del tipo fosfodiester, entre el carbén 3* de la ribosa

de un nucledtido con el carbén 5 de la ribosa del otro, segiin se muestra en la
figura 5.
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Fic. 5. Posicién de los enlaces fosfodiester
entre los nucledtidos.

El campo de estudio sobre la estructura de los 4cidos nucleicos se encontraba
bien establecido cuando Watson y Crick!7 en el afio de 1953, propusieron la hi-
pétesis de una “doble espiral” como la configuracién espacial para la molécula
del 4cido desoxirribonucleico. Aunque por ahora nos parece muy obvia esta su-
gestién, debemos darnos cuenta que esta nueva idea tuvo que basarse en una
serie de conocimientos previos.

Primeramente en 1938, Atsbury y Bell'S observaron que las fibras del ADRN,
medidas por técnicas de difraccién con rayos X, tenfan un espacio repetido con
cierta regularidad de 3.34 angstroms a lo largo del eje de la fibra. Este hecho se
interpreté como una sucesién de nucledtidos de estructura planar, colocados per-
pendicularmente al eje longitudinal de la fibra. Mds tarde entre 1949 y 1952, Fur-
bergl® propuso que los planos del azficar se encontraban paralelos al eje lon-
gitudinal del ADRN pero que las bases estaban colocadas en dngulo recto con
respecto a los aziicares, por lo tanto al eje de la fibra que se orienta a manera
de una espiral. Pauling y Clorey?0 en 1953 sugirieron algo parecido, es decir
una estructura helicoidal pero formada de tres cadenas de polinucledtido entre-
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lazadas con los fosfatos colocados hacia adentro del eje de la molécula y las
bases hacia afuera. Estos (ltimos datos estuvieron de inmediato en desacuerdo
con los resultados titulométricos obtenidos desde 1947 por Gulland, Jordan y
Taylor2! ya que estos autores dieron pruebas de que los foslatos estaban accesi-
bles a la titulacién, mientras que los grupos =NH y C=0 de las bases s¢
comportaban como formando enlaces de hidrégeno.

Algunos de los datos anteriores junto con las observaciones de Chargaff re-
ferentes a los cocientes de adenina-timina y guanina-citosina, le permitieron a
Watson y Crick proponer su modelo de la “doble espiral” formada por dos ca-
denas de polinucleétidos entrelazadas alrededor de un mismao cje pero con las
bases plricas y pirimidicas orientadas hacia el interior v los fosfatos hacia el
exterior. Como cada par de nucledtidos se presenta en la direccién del eje mayor
e un espacio de 3.4 angstroms, la estructura se repetird cada 10 pares de nucle6-
tidos en 34 angstroms, logrihdose de este modo un giro completo en la espiral
de 360 grados. (Véase Fig. 6)
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Fig. 6. Estructura simplificada del mo- Tio. 7. Unién de dos bases, una piirica
delo de Watson-Crick propuesto para la  (adenina) y otra pirimidica (timina) por

molécula de 4cido desoxirribonucleico. medio de dos puentes de hidrégeno.

Lo mas notable de esta estructura son los enlaces de puente de hidrégeno
que se establecen entre las bases paricas y pirimidicas lo que coincide perfecta-
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mente con los datos de Chargaff. O sea que por cada timina (base pirimidica)
presente en una cadena, debe existir una adenina (base ptrica) exactamente
enfrente pero perteneciendo a otra cadena. La unién entre estas bases se logra
establecer por dos puentes de hidrégeno. (Véase Fig. 7)

Lo mismo sucede para la citosina que se encuentra unida a una guanina pero
en este caso por medio de tres puentes de hidrégeno. (Véase Fig. 8)

En lo que se refiere a la estructura del acido ribonucleico, podemos decir
que en esta molécula se encuentra el uracilo en sustitucién de la timina, y la ri-
bosa en lugar de la desoxirribosa. Ademis, los cocientes en la molaridad de las
bases piiricas y pirimidicas varia grandemente desde 2.6 para el ARN de pan-
creas de cerdo hasta 0.66 para ARN de higado de rata. Lo anterior es facil
de aceptar ya que en este caso la molécula se presenta como una sola es

iral.
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Fic. 8. Unién de dos bases, una pirica
(guanina) y otra pirimidica (citosina) por
medio de tres puentes de hidrdgeno.

Mencionaremos que Kornberg?2? y Ochoa2?? recientemente sintetizaron in
vitro el ADRN y el ARN, respectivamente, utilizando nucledsidos trifosfatos y
extractos de Escherichia coli y Azolobacter vinelandii que contienen una enzima
llamada polinucledtido-fosforilasa. La estructura sintetizada por Kornberg se en-
contrd, de acuerdo con lo establecido por Watson y Crick, sobre el apareamiento
de las bases.
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DISTRIBUCION DE LOS NUCLEICOS EN LA CRLULA

La distribucién de los nucleicos en la célula se conoce por el estudio integra-
do de bicquimicos y cit6logos, utilizande métodes microscépicos, antorradiogra-
ficos y de fraccionamiento celular. Mencionaremos a Brachet24 quien logrd re-
lacionar la basofilia de varios tejidos afines a los colorantes como la hematoxilina
con la presencia del Acido ribonucleico y a Davidson25 con el empleo del reactivo
de Feulgen para tefiir especificamente las estructuras formadas por el 4cido
desoxirribonucleico. Un lugar importante ocupan asimismo los trabajos de Cas-
persson6 con el microscopio de luz ultravioleta y los de Palade2? en el micros-
copio electrénico, lograndose interpretar los datos quimicos de fracciones celulares
con la estructura morfolégica obtenida a grandes aumentos. Con los estudios au-
torradiogréficos de Howard y Pele28 utilizando ortofosfato radioactivo incorpo-
rado a cromosomas, se correlacionaron los cambios celulares en la divisién mité-
tica con la sintesis del 4cido desoxirribonucleico y los de Prescott29 en la del
ribonucleico.

La técnica del fraccionamiento celular desarrollada por Schneider y Potter30
permitié estudiar los componentes subcelulares sin pérdida de la actividad cata-
litica y a Schneider precisamente se deben los primeros estudios combinados so-
bre la actividad enzimitica y contenido en 4cidos nucleicos. Este autor asociado
a Hogeboom y Palade3! logré asimismo mejorar la identificacién y separacién
de mitocondrias,

Se ha llegado a saber que el nficleo contiene todo el ADRN de la célula¥,
encontrandose localizado en los cromosomas aislados por centrifugacion dife-
rencial. La cantidad es constante en células somdticas diploides segtin los
estudios de Boivin, Vendrely y Vendrely,32 variando solamente de especie a es-
pecie. En el caso de células diploides humanas es del orden de 56 picogra-
mos*¥ y en células haploides como las sexuales se encuentra a la mitad.

Cuantitativamente el ARN en la célula es variable, localizindose en el nu-
cleclo y cromosomas, aunque con actividades metabdlicas distintas. Una gran
parte se encuentra en la fraccién microsomal derivada del reticulo endoplésmico.

Por estudios mds recientes se conccen ademés dos nuevos tipos de 4cido ribo-
nucleico denominados “soluble”™®? y “mensajeros” 342 84b. 3c En |a Fig. 9 se mues-
tra la distribucién de estos materiales en una célula idealizada (segtin Siekevitz)
¥ en un fagn.

*  Debemos mencionar que A. Lima de Faria, (Progress in Tritium Autoradiography,

en Progress in Biophysics and Biophysical Chemistry, vol. 12, 282, 317, 1962), y otros au-
teres han demostrado que la timidina tritiada se incorpora en gran cantidad al citoplasma
de ciertas especies biologicas, indicando la presencia de ADRN en el citoplasma, pero que
no puede reconocerse por el reactivo de Feulgen ni por espectrofotometria.

*# | picogramo == 1 X 10-12 de gramo.
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Fic. 9. Distribucién de los diferentes 4cidos nucleicos en la célula idealizada (segiin
Siekevitz) y la presencia del ADRN en un fago.

FuncioNEs DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Los 4cidos nucleicos desempefian dos funciones biolégicas fundamentales: la
transmisién de las caracteristicas genéticas y la formacién de proteinas celulares.

Podemos asegurar que el ADRN es la substancia responsable de: 1° Llevar
la informacién genética de la especie, la que determina las caracteristicas v la
identidad de un sistema vivo. Esta informacién probablemente se encuentra es-
crita a manera de una clave que se lee por la secuencia precisa de las hases que
integran el polinucledtido y 2° de la sintesis de moléeulas proteicas a través de la
formacién de los 4cidos ribenucleicos, mensajero y microsomal que sirven como
transportadores de informacién genética de tipo secundario.
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Fra. 10. Tnaterrelaciones de los icidos desoxirribonucleico, ribonucleico y prateinas.
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Para que se realicen los fenémenos de sintesis proteica y de la herencia es
necesario, por supuesto, que se efectiie una serie complicada de reacciones que
no vamos a detallar por ahora. En general la estructura del ADRN servird como
molde en la sintesis del ARN mensajero v éste junto con una serie de otros
nucleicos como el “soluble” y el microsomal se encargard de formar las protei-
nas a partir de los aminoacidos libres a nivel de los ribosomas. En resumen se
establece un ciclo que se puede representar tal como aparece en la Fig. 10.

Nos concretaremos a mencionar algunes aspectos que consideramos de gran
interés, En primer lugar “se debe demostrar la existencia de una estrecha rela-
cion entre la division de los cromosomas, que se presenta durante los fenémenos
de mitosis, con la conducta del material cromosémico”. Es decir que el ADRN
también deberd dividirse y duplicarse en cantidad.

[CX =Adenina  D=Timina [ = Guanina [ = Citosina
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Fie. 11. Representacién de los resultados ebtenidos por medio de los experimentos
de Meselson y Stahl33 creciendo Escherichia coli en un medio conteniendo nitrégeno de
masa 15. Las figuras rayadas diagonalmente significan la presencia del isétopo de masa 15
en la base respectiva.
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Un experimento a nivel molecular es el de Messelson y Stahl35 quienes uti-
lizaron la ultracentrifugacién con cloruro de cesio. El nucleico podri separarse
en dos zonas si se le encuentra mezclado con otra especie similar, digamos por
ejemplo un ADRN natural y otro conteniendo bromo-uracilo. Estes investigadores
permitieron el crecimiento de Escherichia coli en un medio conteniendo nitré-
geno de masa 15 asi que pudiera obtenerse una poblacién de microorganismos
marcados totalmente con este isétopo. Después de transferir una parte del cultivo



LAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS 891

cuando se encontraba en la fase logaritmica de crecimiento, a un medio con
nitrégeno 14, se obtuvieron muestras al momento en que la poblacién se habia
duplicado v después de efectuada la segunda divisién. Se prepararon los 4cidos
desoxirribonucleicos de las células totalmente marcadas con nitrégeno 15 asi como
de las de la primera y segunda divisién, se disolvieron los nucleicos en una solu-
cién fuerte de cloruro de cesio, centrifugandose hasta obtener un equilibrio en la
densidad de los nucleicos con el medio. Se encontrd que el ADRN totalmente mar-
cado daba una banda sencilla con la densidad esperada para este tipo de material.
Después de una generacién esta banda desaparecia y era reemplazada por una
nueva, con una densidad correspondiente a la mezcla de ADRN con nitrégeno
14 y nitrégeno 15. Después de dos generaciones se observaren dos bandas, una
identificada como ADRN conteniendoe nitrégeno 14 al 10066 y otra en mexcla,
con nitrégeno 14 y nitrégeno 15 en la proporcién 1:1. Esta Gltima banda dismi-
nuye si se permite al cultivo que contintie dividiéndose, aumentando en cambio
la banda de ADRN con nitrégeno 14

Los experimentos descritos hasta ahora se encuentran de acuerde con el
modelo propuesto por Watson y Crick, o sea que cada cinta o banda de polinu-
cledtido que integra la doble espiral de la molécula, actia como un molde para
la formacién de otra nueva, previa separacién de las dos espirales originales. Sin
embargo, no todos los datos estin en favor de esta hipdtesis ya que cuando to-
mamos en cuenta la relacién entre el tamafio del dcido nucleico y el cromosoma
crganizado, podemos encontrar algunas diferencias. Por ejemplo el contenido
en ADRN de una sola célula haploide en el vegetal Lillium36 es del orden de
53 % 10712 de gramo y aceptando que este material se encuentra en la forma
de una doble espiral podemos calcular su longitud la cual serd de 1.5 X 107
de micra o sea 15 metros, la estructura enrollada tendrd 4.4 > 109 vueltas al-
rededor de su eje, por lo tanto una molécula con estas dimensiones no podri
desenrollarse durante el proceso de duplicacién celular.

A pesar de la observacién anterior que va en contra de la hipétesis, experi-
mentos recientes realizados por Taylor, Woods y Hughes37 lograron demostrar
una estrecha correlacién entre los informes de orden quimice con aquellos de
tipo citolégico. Estos investigadores ejecutaron experimentos equivalentes a los
de Messelson y Stahl pero en este caso a un nivel celular utilizando timidina
tritiada con la técnica de Howard y Pele. A continuacién se muestran esquema-
ticamente los resultados obtenidos por técnica autorradiogrifica en cromosomas
de Vicia faba. (Fig. 12)

Enterados de que el.material nucleico se divide y distribuye durante los pro-
cesos de mitosis, veamos ahora “cémo se puede fundamentar el que este material
sea el responsable de las caracteristicas genéticas”.

Aparte de conocer la localizacién del ADRN en el nicleo, especificamente
en los cromosomas, sabemos desde hace mucho tiempo que este material se en-
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Tic. 12. Representacién del experimento de Taylor, Woods y Hughes?7 realizado en
células de la raiz de Vicia faba, utilizando timidina tritiada. En esta figura se muestra el
comportamiento del compuesto marcado con relacién a un solo cromosoma en divisién.

cuentra relacionado con el “fenémeno de transformacién” descubierto por Grii-
fith38 en 1928. El fendémeno se logré originalmente en neumococos y ha sido
repetido varias veces en otros organismos como Hemophilus influenzae, H, me-
ningitis y Escherichia coli.

El experimento consiste en cambiar el genotipo de una célula por otro, di-
gamos por ejemplo la capacidad de un neumococo para formar cipsula. Se
debe a Avery3?® y colaboradores el haber demostrado que el “factor de trans-
formacién™ presente en los extractos de neumococos, tiene las mismas caracte-
risticas del ADRN. Para explicar este fenémeno de transformacion lo Tepresen-
tamos de la siguiente manera: (Fig. 13)

( eélulas no capsuladas ) ----- > ( células capsuladas)
tipo 1L tipo 11

Fic. 18. Esquema que muestra el “fené-
meno de transformacién” en neumococos de
una cepa no capsulada S-II cuando se le
trata con 4cido desoxirribonucleico proce-
dente de una cepa capsulada del tipo § IT1.

Es decir que una cepa S,u que no tiene la informacién necesaria para sin-
tetizar un polisacirido capsular, en presencia del 4cido desoxirribonucleico ob-
tenido de otra cepa si capsulada § I11, logra finalmente sintetizar un polisacérido
capsular precisamente del tipo correspondiente a la molécula del ADRN presen-
te en el cultivo. El ejemplo anterior puede aplicarse igualmente al fendmeno
de transformacién con relacién al paso de resistencia a la estreptomicina de una
cepa de neumococo resistente a otra no resistente, como lo han demostrado
Marmur y Hotchkiss.40

Estas observaciones pueden interpretarse actualmente a un nivel biequimico
gracias a los experimentos efectuados por el grupo del Dr. Mills, Smith v
Austrian® en la Universidad del Estado de Nueva York donde he tenido la
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oportunidad de colaborar por algin tiempo. Una breve explicacién de los meca-
nismos bioquimicos investigados servird de ejemplo al respecto:

Las cepas de neumococos S I, S-Iy y S-I, presentan los siguientes pasos me-
tabélicos: (Fig. 14)

Ej Ep - E,
CEPA-ST= gl-1-FO, + UTF =, UPPG —>UDEGA— UDPGalA — polisaciirido tipo 1

F-0-P

CEPAS || = £l-1-PO+UTE = uorFG —&UDPG% UDPGalA-- - polisaciricu
F-0-P

CEPA-S_1y= gl-1-PO4+UTF "TUDPU% UDPGA----UDPGalA- « - - polisacdride
F-0-P
Fic. 14. Los pasos metabdlicos presentes en tres tipos de neumococo, SI, S-T; y
5-T4. Se sefiala la posibilidad en el primer caso, para formar un polisacdrido capsular y en

las otros, los sitios que se encuentran bloqueados por ausencia del gene que regula la sintesis
de la enzima correspondiente. (Esto se indica por medio de dos lineas diagonales).

Por lo tanto el resultado de un experimento de transformacion entre 51, +
ADRN obtenido de 571, permitiré el aislamiento de neumecocos capsulados tipo
8 1, seglin la siguiente ecuacién: (Fig. 13)

+ADRN de S

1
2
81 ST

1 >

UDPGA epimerasa negativa

"UDPG deshidrogenasa negativa pero
UDPG deshidrogenasa positiva . P

UDPGA epimerasa positiva

Fic. 15. Esquema que explica la recombinacién de caracteres genéticos entre dos
tipos de neumococo con bloqueos metabdlicos localizados en distinto sitio. El resultado de
esta recombinacién es el de la formacién de un neumococo capsular del tipo SI.

No podriamos dejar de mencionar una prucha adicional en este mismo
sentido que se deriva del modo de accién de los virus o bacteriéfagos principal-
mente los que atacan a Escherichia coli43 Inmediatamente después de la pene-
tracién del material nucleico del fago hacia el interior del huésped se presenta
una serie de cambios metabdlicos encaminados a la sintesis de nuevo ADRN
correspondiente al tipo del fago. (Existen algunos fagos como los virus del mo-
saico del tabaco cuyo material nucleico se encuentra formado exclusivamente
por ARN).

De lo anterior se concluye que el ADRN puede llevar informacién genética
e inclusive pasarse experimentalmente a nuevos organismos.

Otra de las fuertes evidencias que nos sirven para asegurar que el ADRN
tiene una funcién genética, se refiere a los cambios de distinto tipo obtenidos
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por agentes llamados mutagénicos, tales como la radiacién ultravioleta y ciertos
compuestos quimicos, agentes externos como la temperatura, el pH, ete.

Aunque no siempre podemos concluir sobre el mode de accién de estos
agentes?4 es muy factible que cuando se altera la molécula del ADRN ya sea
por radiacién o por factores quimicos se aumenta el indice o el grado de muta-
cién de un organismo, En algunos cases ha sido demostrable la incorporacién
del factor quimico dentro del ADRN y ocasionando una alteracién en la se-
cuencia de las bases de la cadena por mecanismos que se considerarin mds
adelante,

H—A—r— 00— —p
P—0——=0Q—F —

P—Q—H—O—>—H
H—O—p—0-H —»

Fra. 16. Duplicacion del 4cido desoxirri-
honucleico, formando cada banda original
de éste a su banda complementaria como
una copia en negativo.

El término mutacién se refiere al fenémeno celular, que se presenta como
un cambic anatémico o fisiolégico, el cual puede ser heredado. Los genetistas
reconocen dos tipos de mutacién, uno de ellos asociado a los cambios cromosé-
micos visibles y ¢l otro al cambio en el fenotipo sin observarse una modificacién
visible en el material nuclear. Al primer tipo se le conoce también como “mu-
tacién cromosémica” y al otro como “mutacién génica” por realizarse a nivel
molecular. A este Gltimo caso podriamos llamarle también “mutacién intragé-
nica” y al otro “extragénica™ por no implicar necesariamente una modificacién
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en la constituciéon quimica del cromosoma. Enfocaremos nuestro punto de vista
a un nivel molecular, por estar interesados en varios compuestos preparados en
nuestro laboratorio,*3 que tienen la posibilidad de ser agentes mutagénicos, en
razén de su estructura quimica. Antes de entrar en detalles veamos lo siguiente:
Podemos decir que si el ADRN controla la informacién genética y ésta reside
en la secuencia de las bases distribuidas en dos bandas complementarias, tendremos
entonces que cacda cadena formard su banda complementaria como se indica
en la figura 16.

Debemos aceptar que precisamente en la secuencia de las bases que forman
la cadena, es donde se encuentra el mensaje genético. Asi que si se sustituye a
una de las bases de la cadena por otra, l6gicamente se alterard la clave y por lo
tanto el mensaje.

Este cambio o mutacién a nivel molecular es muy factible y para citar un
solo ejemplo tedrico,26 diremos que si a la guanina le introducimos un radical
metilo o hidroxietilo en el nitrégeno 7 se producird en mayor cantidad la forma
tautomérica la cual ha perdido su protén del nitrégeno 1 y en este caso podra
aparearse con la timina en lugar de la citosina. El ejemplo anterior aparece en
la siguiente figura. (Fig. 17)

G- denvade T

Frc. 17. Apareamiente erréneo de la
guanina derivada (radical en el Nitrégeno
7) con la timina.

5i la metilacidn de la guanina, se efectfia directamente sobre ésta cuando
se encuentra formando parte de la cadena del polinucleétido, inmediatamente
después de haberse separado las dos bandas se producira un cambio en la secuen-
cia de la base. Es decir que la guanina derivada al asociarse con una timina de la
cadena de enfrente habri producido un cambio equivalente a la sustitucién del par
natural de bases guanina-citosina por uno completamente distinto, de adenina-
timna. (Fig. 18).

Otro mecanismo que puede ser operante en las mutaciones a nivel molecular,
serd el producido por la incorporacién de un nucledtido derivado. En este caso
el nucledtido derivado se habrd de colocar enfrente de una base previamente
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establecida en su secuencia natural pero las posibilidades de error se aumentarin
al duplicarse la doble espiral.

En nuestro laboratorio4s hemos preparado varios compuestos derivados de
nuclebtidos como el adenilico, guanilico, citidilico, inosinico y de distintas bases
combinadas con el radical dinitrofenilo. A continuacién mostramos una de las
posibles estructuras del dinitrofenil-adenilico, después de separar este com-
puesto por distintas técnicas de cromatografia en papel y por ionoforesis. (Fig. 19)

A T
[-x51
T A
| I
€ @
— Iiady
AT i
| 1z -y
Lol
& G T A
[
A T
% i
G+ ¢ A
(R | Y
T A He L
TR
T A
.
g |G
| |
A T

Frc. 18. Produccién de una mutacién a
nivel molecular cuando la guanina derivada
se incorpora al dcido desoxirribonucleico. El
par natural de bases de citosina-guanina y
guanina-citosina han sido sustituidas por el
par anormal de guanina-timina.

Se piensa que el compuesto tiene esa configuracién basindonos en que el
reactivo de Sanger (2, 4, - dinitro fluoro benceno) reacciona precisamente con
los grupos amino de los aminodcides, aunque no debe descartarse la posibilidad
de que reaccione con otros 4tomos del anillo purinico o pirimidico.

De encontrarse ¢l radical fenilo colocado en posicién 6 del grupe amino del
adenilico es muy posible que esta base derivada se aparee con la citosina (previa
transformacién de los grupos Nitro en NHy por accién de un sistema fisiolégico)



LAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS 897

NO,
H H
H
NO;
NH
N [
HX\
N

DNP —AMP

R—1E

Fig. 19. Estructura posible de un dinitro-
fenil nucleétido.

formando tres puentes de hidrégeno, o con la guanina tal como se muestra en

las figuras 20 y 21.

C

A-fenilsda

Fig. 20. Posible apareamiento entre la
adenina dinitrofenilada (previa reduccién
de sus grupos nitro a grupos amino) con
la citosina, Obsérvese la relacién estérica
para formar tres puentes de hidrégeno, entre
estas bases,

A-fenilada

Tie. 21. Posible apareamiento entre la
adenina dinitrofenilada, (previa reduccién de
SuS grupos mnitro a grupes amino con la
guanina). Obsérvese la relacién estérica para
formar en este caso dos puentes de hidré-
geno.
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Habiéndose logrado la introduccién de este nucleétido derivado dentro de

una de las cadenas podra producirse una mutacién a nivel molecular de la ma-
nera que muestra la figura 22,

_ -7
L
A T
| |
T A
| | -
C A+ -
| 1 P
AT T A
1 [
G c A T
Ly o
T A A* C
| |
T A A T
[ | |
et ¢ ¢ T A
Lo | | | 1
T; '? AT c G
A T L "I'
i | . 1
y G (&4 l_-—’ G lC
| 1 o 1 |
t & AT oA
[ o
c A¥* T A
I | I |
A T c G
I 1
A T
1 1
A* G
1 |
T A

Fig. 22.

al 4acido desoxirribonucleico en el momento de su duplicacion. Se obtiene un cambio

en la secuencia de las bases por aumento en la posibilidad de error al aparearse las bases
citosina o guanina con el dinitrofenil nucleétide (A%).

Produccién de una mutacién por la introduccién de un dinitrofenil-nucledtido

Actualmente se estudia la posibilidad en nuestro laboratorio para demostrar
que estos compuestos puedan tener actividad mutagénica sobre algin material
biclégico como la mosca Drosophila o en bacteriéfagos de Escherichia coli.
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La segunda funcién mas importante de los dcidos nucleicos estd relacionada
con la sintesis del material proteico en la célula. En este caso el ADRN se en-
carga indirectamente a través del ARN mensajero y el microsomal para la reali-
zacién de este proceso. Tenemos asi que la apreciacién de la secuencia en un cier-
to orden especifico, de los aminoacidos presentes en polipéptidos naturales y las
observaciones citoquimicas de Caspersson4? y Brachet,#8 que permitieron en-
contrar una estrecha relacién entre el contenido de ARN y la capacidad para
sintetizar material proteico, originaron la necesidad de pensar en un molde para
la sintesis de proteinas. Después de muchos estudios realizados en distinta for-
ma#9 fue posible establecer que los mecanismos de sintesis proteica se encontra-
ban de acuerdo con la hipdtesis originalmente propuesta.

Los pasos necesarios para esta sintesis han sido demostrados como se indica
en la figura 23 o sea que se sugiere al ARN soluble como intermediario que fija
la posicién de sus aminoédcides a un molde final que parece corresponder al
ribonucleico de los microsomas en presencia del ribonucleico mensajero. Debe-
mos mencionar que aparte de los aminoacil adenilatos demostrados durante el
proceso de activacién, por Hoagland,50 de Moss, Genuth y de Novelli,51 en

E
W
E Mg L e
AA + ATP AA-AMP + POP
<
E
——
AA -AMP + ARNS AA-ARNS + AMP + E
Ey
AA-ARNS + ARN microsomal + ARN mensajero AA-ARN microsomal + ARNS
GTF * sfragmentos de ARN mensajero
AA-ARN microsomal ? PROTEINA
een N O 5

Fie. 23. Procesos quimicos necesarios para la incorporacién de aminodcidos a la mo-
lécula proteica. La energia se obtiene del ATP y los acidos nucleicos se encargan de la
colocacién de estos aminodcidos en la posicién correcta dentro de la molécula proteica.

nuestro laboratorio se han aislado varios tipos de nucleétidos péptidos de tejidos
animales.5? Pensamos que estas substancias pueden estar relacionadas en alguna
forma con este proceso ya que presentan tipos de unién entre si de ester carboxi-
lo como el que se encuentra entre los aminodcidos y el ribonucleico soluble y
muy posiblemente también de enlace fosfoacilo activado, en otros compuestos,
a nivel del fosfato del nucleétido con el carboxilo del péptido.
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La estructura general de un nucleétido péptido se muestra a continuacién.
{Véase Fig, 24)

'y
St L g o
I 0 CH,O-E OE-C-—CH PEPTIDO
e N o

Fie. 24. Posibilidades de unién entre un péptido v un nucledtide.

La parte menos bien entendida del aspecto sobre la sintesis proteica y todavia
en estado especulativo es: &) la que se refiere a la transferencia de la informa-
cién genética a partir del ADRN hacia el ARN y b) de éste directamente a la
molécula proteica. (Problema de codificacién).

Se cree que el ADRN debe funcionar como molde asi que al sintetizarse el
ARN mensajero se encontrard éste parcial o totalmente asociado con el organi-
zador inicial. Tomando en cuenta lo anterior, consideramos que un modelo de
este tipo deberd llenar ciertas caracteristicas de orden geométrico y energético.
Referente al primer problema (a) Stent? ha sugerido un esquema para la sin-
tesis del ARN que permite la integridad original del modelo de Watson-Crick y
no requicre ninguna disociacién de la doble espiral,

En este modelo la informacién genética se encuentra en clave por medio de
la secuencia especifica de los pares de bases y no por las bases individuales en
cada banda primaria. Los tripletes de bases sugeridos por Stent son del siguiente
tipo:

ADRN ARN
citosina-guanina guanina
guanina-citosina citosina
timina-adenina adenina

adenina-timina uracilo
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ADRN
G —-_——— C

ARN

c

Tic. 25. Aparcamiento entre los pares
de base guanina-citosina del ADRN con
una tercera base del ARN, segiin Stent.

ADRN

- -

A

Fre. 27. Apareamiento entre los pares
de base timina-adenina del ADRN con una
tercera base del ARN, segin Stent.5s
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ARN
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Fre. 26. Aparcamiento entre los pares
de base adenina-timina del ADRN con una
tercera base del ARN. segtin Stent.53

ADRN

ARN

G

Fig. 28. Aparcamiento enire los pares
de base citosina-guanina del ADRN con
una tercera base del ARN, segtin Stent.53
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Estos apareamientos se muestran enseguida en la forma de tripletes de bases
unidos por puentes de hidrégeno. (Véanse Figs. 25, 26, 27 y 28)

La nueva banda de ribopolinucleétido sintetizada directamente sobre la doble
espiral podria desenrollarse posiblemiente por un mecanismo como el sugerido por
Levinthal y Crane para la separacién de la doble espiral del ADRN. (Fig. 29).

A pesar de que esta hipotesis53 tiene algunas caracteristicas interesantes y
atractivas ha sido criticada ya que en ese modelo se produciria una distorsién
excesiva en los éngulos de los enlaces de hidrégeno adicionales, requeridos para
estabilizar la banda del ribopolinucleétido.

Mencionaremos que existe otra alternativas para la realizacién de este meca-
nismo, la cual sugiere que el cardcter de doble espiral del ADRN permanezca
intacto. Sin embargo, el apareamiento de las bases se modificaria para permitir
el enlace de hidrégeno de ambos miembros de cada par de bases, con una base
de la molécula del ARN.

El segundo problema (b), es decir, sobre el traspaso de informacién a partir
del ARN hacia la proteina, llamado también “problema de la codificacién”, fue
primeramente abordado desde un punto de vista puramente teérico por Gamow,
Rich e Ycas.56 Estos autores emitieron una hipbtesis que plantea la posibilidad
de que cuatro hases puedan regular la secuencia de veinte aminodcidos; o sea
que el arreglo “linear y secuencial de sélo cuatro bases” impartira la especificidad
en las proteinas por medio del arreglo que tienen los amino4cidos dentro de esta
molécula. Ta distribucién mdas adecuada segiin estos autores scria la de tripletes
de nucledtidos, ya que las cuatro bases al cubo nos darfa un arreglo posible de
64 combinaciones, ntimero suficiente para gobernar los veinte amincacidos. Sobre

é i)

)

Tie. 29. Modelo de Levinthal-Crane™ para
el desenrollamiento del ADRN,

este asunto Crick37 ha indicado recientemente que de todas las distintas posibi-
lidades sugeridas para un cédigo genético en la sintesis de proteinas, la més
probable debe ser la que se encuentra formada por tripletes que no se sobre-
pongan estructuralmente. El trabajo experimental referente a la composicién de
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estos tripletes se encuentra actualmente en estudio y ya han comenzado a apa-
recer trabajos como los de Nirenberg58 y Ochoa.59
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Abreviaciones. ARN = 4cido ribonueleico; = ADRN 4cido desoxirribonucleico; ATP —
= trifosfato de adenosina; UTP — trifosfato de uridina; UDPG — uridin difosfato de
gluzosa; UDPGA = uridin difosfato de 4cido glucourdnico; UDPGalA — wridin difosfato
de acido galactourdnico; A — adenina; G = guanina; C — citosina; T = timina; U =
uracilo; DNP-AMP — dinitrofenil adenilico; AA — aminodcido: AA-AMP — aminoacil
adenilato; & = enzima; P-O-P — pirofosfato: ARNS = #cido ribonucleico soluble; 8T —
neumococo capsulado tino I: 8-I; — neumococo no capsulado tipo I variedad 1; S-I»
neumocoro no capsulado tipo I variedad 2: Bl — uridil transferasa; Fo =— deshidro-
nasa del UDPG: E3 — epimerasa del UDPGA; Ey — polimerasa.




Gaceta Mépica e Mfxico
Tomo XCII Ne 11
Noviembre de 1962

COMENTARIO AL TRABAJO DEL DR. RAUL ONDARZA
“LAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS”#

Dr. DaniErL NmETo Roaro

E $ PARA i un alto honor el haber sido comisionado para comentar el trabajo

de un nuevo miembro de esta H. Corporacién médica de México que repre-
senta el mas alto valor académico dentro del pais. Mi cardcter de presidente de
la Seccién de Biologia es lo que ha determinado que tuviera esa suerte y me
siento orgulloso de ello.

El sefior dotor Rail Ondarza Vidaurreta es bidlogo y doctor en Biologia,
egresado de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de
México, en donde yo he sido catedratico. El Dr. Ondarza fue también un traba-
jador del Imstituto de Biologia de esta Universidad en donde yo, asimismo, he
pasado los mejores afios de mi vida como investigador de esa institucién. Es pues
por todo eso que me siento complacido que por primera vez entre a esta Acade-
mia un hijo de la Facultad de Ciencias ya que los que aqui estamos somos deri-
vados de dos escuelas: de la Facultad de Medicina y de la Facultad de Ciencias.
Esta vez no es un médico el que se incorpora a nosotros, sino un hidlogo dedicado
exclusivamente al estudio de problemas bioquimicos,

Como trabajo de ingreso nos presenta el Dr. Ondarza un resumen de los
conocimientos actuales sobre las funciones biolégicas de los Acidos nucleicos y,
realmente, no podia haber encontrado algo que interesara més a esta docta
Academia que este aspecto quimico de la ciencia biolégica actual,

Toda una ciencia importantisima en estos tiempos, la Genética trata del
estudio de la herencia y sus relaciones con los genes, o sea particulas localizadas
en los cromosomas de las células. Proyecciones de gran alcance tiene esta ciencia
hacia los estudios de la evolucién de los seres vivos, o hacia la aplicacién en la
practica de seleccién de especies. Esos genes ya anunciados por Gregorio Mendel
en sus inolvidables estudios en los chicharos son la base actual de cualquier cono-
cimiento que se tenga por serio sobre la herencia. El hecho de que Mendel los

* Leido en la sesién del dia 22 de agosto de 1962,
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llamara “Factores™ en vez de genes, que los llamamos actualmente, no es mas que
un detalle. Todo aquel que se haya aventurade por el camino de las ciencias
biolégicas habra tenido que luchar a brazo partido con las férmulas para el
estudio de la herencia.

Era natural que los quimicos enfocaran sus baterfas hacia resolver el proble-
ma, de la naturaleza quimica de esos genes. Existen varios procedimientos para
ello. El sistema mas directo es aislarlos v efectuar en cllos analisis quimicos, y
se han ideado métodos para lograrlo, Primeramente se rompen las células
enteras cuidando bien que los niicleos queden intactos, por centrifugaciones y
“lavados” esos nicleos quedan intactos y separades del resto protoplasmico.
Luego se rompen los nticleos suavemente y quedan los cromosomas filiformes
microscépicos libres, Asi separados esos cromosomas vemos que estan compuestos
de nucleoproteinas. Estas nucleoproteinas son asociaciones no bien interpretadas
todavia de una proteina y un 4cido nucleico: el 4cido desoxirribonucleico. Siendo
las proteinas cadenas constituidas por varios centenares o miles de aminoacidos,
los dcidos desoxirribonucleicos son a su vez cadenas de miles de unidades mas
pequefias llamadas nucleétidos. Cada nucleétido consta de un azficar de cinco
carbonos (pentosa), un fosfato y una estructura en forma de anillo de purina
o pirimidina que contiene nitrégeno y se llama base. Los nucle6tidos del 4cido
desoxirribonucleico son de cuatro clases, que contienen una de Jas dos purinas,
adenina o guanina, o una de las dos pirimidinas, citosina o tiamina. Hasta hace
poco tiempo la teorfa tetranucleotidica era universalmente aceptada (esta teoria
aseguraba la regularidad de la distribucién de los nucleétidos siempre en el
mismo orden en una cadena larga). Come consecuencia de esto la especificidad
del gene debfa explicarse por la funcién de la substancia proteica. Pero en la
actualidad se sostiene que las secuencias de los nucleétidos son ampliamente dife-
rentes en las moléculas de dcido desoxirribonucleico y esto cambia por completo
su significado biolégico.

Interesante trabajo nos ha presentado en resumen el Dr. Ondarza a quien
felicito y con toda cordialidad le doy la bienvenida a esta H. Academia Nacional
de Medicina.





