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“Las suposiciones pueden ser peligrosas, especial-
mente en la ciencia. Generalmente se originan en la
interpretacion mas plausible o cémoda de los hechos
evidentes. Pero cuando su verdad no admite prueba
inmediata, o sus defectos no son obvios, se transfor-
man en un articulo de fe, y las nuevas observaciones
se acomodan a sus predicciones. Eventualmente, si el
volumen de informacién comprometida es insosteni-
ble, la ortodoxia sufre un colapso”, este es el comen-
tario de John S. Mattick, en uno de sus articulos de
divulgacion sobre el tema que nos ocupa.

El dogma central de la biologia molecular, postula-
do por Francis Crick, definié una via general para la
expresion de la informacién genética almacenada en
el ADN, transcrita hacia mARNs temporales y de-
codificada en los ribosomas con la ayuda de ARNs
adaptadores (tARNs) para producir proteinas, que a
su vez llevarian a cabo todas las funciones cataliticas
y estructurales de la célula. De acuerdo a este punto
de vista, los ARNs jugarian mds bien un papel acce-
sorio, y la complejidad de un organismo dado estaria
definida solamente por el nimero de proteinas codi-
ficadas por su genoma, de acuerdo a la hipdtesis de
“un gen — una proteina”.

Esta conclusion se derivé de estudios en Escherichia
coli y otros procariontes y, en realidad, sigue siendo
esencialmente cierta para los procariontes; su ADN
consiste casi por entero de genes codificadores de
proteinas, separados por secuencias laterales que re-
gulan la expresién de los genes adyacentes, como su-
cede con el operén —Lac. El biélogo pionero Jacques
Monod resumié la universalidad del dogma central
diciendo “lo que fue cierto para E. coli seria cierto
para el elefante.”(Ver Figura 1).’

Figura 1. Actividad génica en procariontes
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Los procariontes (bacterias y otros organismos unicelulares simples)
tienen ADN que consiste casi por entero de genes codificadores de
proteinas. Cuando estdn activos originan transcriptos de ARN que
son inmediatamente traducidos a proteinas, y éstas a su vez regulan
la actividad génica y ejercen otras funciones celulares.

Este concepto simple se torné complicado cuan-
do se encontré que los genes de los eucariontes no
eran bloques contiguos de secuencias codificadoras
de proteinas, sino mosaicos de fragmentos de ADN
codificadores de proteinas (exones) entremezclados
con segmentos bastante largos de secuencias no co-
dificadoras de proteinas (intrones), y por ende, al ser
copiado inicialmente el ADN en el ndcleo, los trans-
criptos primarios (ptARN) de los genes codificadores
de proteinas en los eucariontes proveian a la célula
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eucarionte de un mecanismo para sintetizar mas de
un producto proteico a partir de un gen unico, por el
“splicing” o ensamblado alternativo.

Los proyectos de secuenciacion de genomas han re-
velado un problema no esperado en nuestra compren-
sion de las bases moleculares de la complejidad del
desarrollo de los organismos superiores: Organismos
complejos tienen menor ndmero de genes codifica-
dores de proteinas de lo que se habia anticipado. La
mosca de la fruta Drosophila melanogaster y el nema-
todo Caenorhabditis elegans resultan tener solamente
cerca del doble (~12-14,000) de genes codificadores
de proteinas de lo encontrado en microorganismos
como Saccharomyces cerevisae (~6,200) y Pseudo-
monas aeruginosa (~5,500); los humanos parecen te-
ner también alrededor del doble de los de la mosca
de la fruta y la lombriz (~30,000), de acuerdo a J.
Craig Venter y cols del International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001.2

Hace mas de veinte afios, el descubrimiento de las
propiedades cataliticas de la subunidad ARN de la
Ribonucleasa Py la actividad auto-splicing (auto-en-
samblado) de los intrones del grupo | sugirieron que
las funciones del ARN iban mds alld de un rol pasivo
en la expresion de los genes codificadores de protei-
nas. Se pens6 también que los ARN intrénicos resul-
tantes del ensamblado, sin tener un propésito eviden-
te, eran degradados y reciclados (ver Figura 2)."?

Aunque el repertorio de isoformas de proteinas expre-
sadas en los organismos superiores se incrementa en
gran manera por el fenémeno de splicing o ensambla-
do alternativo, la otra caracteristica sorprendente en
la evolucién de los organismos superiores, largamen-
te ignorada hasta ahora, es el enorme incremento en
la cantidad de ARN no codificador de proteinas, que
ha sido considerado como basura, chatarra (“junk”),
o bien como remanente de tiempos remotos en la ca-
dena evolutiva; en los humanos llega a ser de hasta el
98% de todo el producto genémico.

Expresado de manera simple, o el genoma de los or-
ganismos superiores estd repleto de transcripciones
indtiles, o estos ARNs no-codificadores de proteinas
tienen alguna funcién especifica. (Ver Tabla 1 y Fi-
gura 3).

Los proteomas de los organismos superiores son rela-
tivamente estables. Humanos y ratones compartimos
99% de los genes codificadores de proteinas y la di-
ferenciacién en éstos y otros eucariontes complejos

Figura 2. Concepto tradicional de la actividad genética
en los eucariontes
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En el ADN de los eucariontes (organismos complejos) los genes in-
dividuales comprenden secuencias de “exones” que codifican para
segmentos de proteinas, separados por “intrones”, secuencias no-
codificadoras. Cuando un gen estd activo es transcrito por completo
a ARN, luego el ARN intrénico es desacoplado y el ARN exdnico res-
tante es reensamblado (splicing) como mARN (ARN mensajero). La
célula entonces traduce el MARN a proteina, mientras que destruye y
recicla los ARN intronicos que no tienen propdsito aparente.

parece lograrse con base en reutilizacion modular y
un sistema multitareas de diferentes partes del pro-
teoma. Mas adn, de aproximadamente 3,000,000 de
diferencias entre genomas haploides de humanos in-
dividuales, sélo alrededor de 10,000 (0.3%) hasta un
maximo de 30,000 (1%) ocurren en secuencias co-
dificadoras de proteinas, y la mayoria de ellos como
cambios silenciosos de una base en la tercera posi-
cién de un codon.??

Asi, la variacion fenotipica entre individuos y espe-
cies podria estar basada en gran parte en diferencias
entre secuencias no codificadoras de proteinas, y ser
de este modo principalmente una situacién de varia-
cién en la expresion genética. Esto implicaria que,
aunque las variaciones en proteinas podrian contri-
buir, la fuente primaria de rasgos complejos y sus
variaciones estd embebida en esta arquitectura de
control. De ser asi, esto tendria implicaciones signifi-
cativas para entender las bases de la diferenciacion y
el desarrollo, y las redes regulatorias subyacentes a la
funcién neural, susceptibilidad a enfermedades y al
cancer, entre otros aspectos.
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Tabla 1. Porcentajes del genoma total correspondientes Se ha asumido que este sistema de arquitectura de
a secuencias codificadgras de protel’r?as en varios genomas control est4 localizado principalmente en los genes
procariontes y eucariontes . ) . .

promotores y facilitadores con accién —cis, que in-

Organismo Secuencias teractGan con los factores de transcripcion y sefiali-

codificadoras(%) zacion; esto parece ser solo una respuesta parcial,

porque ignora los posibles roles de los ARNs no-codi-

Homo sapiens 1.4 ficadores, los cuales representan la vasta mayoria de

la expresion genémica de los organismos superiores,

Drosophila me[anogaster que se nos presenta en dos formas: Intrones Yy otros
(mosca de la fruta) 20 ARNs no-codificadores de proteinas.

Caenorhabditis elegans En los humanos, los intrones representan alrededor

(lombriz de tierra) 27 de 95% de los transcriptos pre-mARN de los genes

codificadores de proteinas, y generalmente son se-

Arabidopsis thaliana 29 cuencias de considerable complejidad. Por otro lado,

de lo que puede juzgarse de los resultados de repor-

Saccharomyces cerevisiae tes especificos y de andlisis cinéticos de hibridizacion

(levadura de cerveza) 70 del hnARN (hn = Nuclear heterogéneo) otros ARNs no

codificadores representan de la mitad a dos terceras

Escherichia coli 86 partes de la transcripcién de los organismos superio-

res, estos ARNs incluyen una plétora de transcriptos

Mycobacterium tuberculosis 91 antisentido e intergénicos, y pueden incluir muchas

de las 65,000 a 75,000 unidades de transcripcion del

Archa euglobus fulgidus (archae) 92 genoma humano. Si se asume que hasta dos terceras

partes de todos los transcriptos no contienen secuen-

cias codificadoras de proteinas, el ni-

mero real de “genes”, definidos como

Figura 3. Las secuencias no-codificadoras de proteinas constituyen aquéllos que producen transcriptos pri-
6lo un na fraccién del ADN de los procariontes. . .
s6l0 una pequena fraccion de de los procariontes marios separados regularmente, seria

de alrededor de 100,000.

PORCENTAJE DE ADN MO CODIFICADOR OE PROTEINAS Cuando se han examinado estos ARNs
no-codificadores se ha encontrado que

od D * # T son reguladores del desarrollo y tienen
r,-_ﬁ';b efectos genéticos. Un buen ejemplo es
: el complejo A/B abdominal-bitérax de
' Drosophila, que abarca alrededor de
‘ 200 kb y expresa siete transcriptos ma-
- yores que abarcan casi toda su longi-
tud. Solamente tres de ellos contienen
secuencias codificadoras de proteinas,
pero todos tienen regulacion espacial y
B temporal, y la interrupcién o delecion
del ADN que los codifica tiene conse-
cuencias fenotipicas especificas.

AT DUC . B . A RTERDOL. | Si estos ARNs no-codificadores son fun-
cionales, su papel mas obvio seria el de
interconexion, es decir, la produccién

Entre los eucariontes, seglin se incrementa su complejidad, asi sucede con la proporcién de senales paralelas de accién —trans
de su ADN que es no-codificador. Estas secuencias no-codificadoras habian sido con- que permitirl'an que la actividad en un
. P - . I~ ; )

S|deraFias junk” o basura, pero quizés sean las responsables de la complejidad de estos sitio se comunicara a otros distantes en
organismos.

tiempo real. Esto a su vez implicaria
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que grupos de actividad génica y
otros niveles de control del sistema
estarian directamente coordinados
e integrados de manera programa-
da via sefiales eferentes de ARN
(eARN), y seria fundamental para
la operacion del sistema total. Estos
eARN podrian incluso actuar como
memoria celular de los eventos re-
cientes de transcripcion, implican-
do un incremento notable en la
interconectividad y funcionalidad
del sistema en general, comparado
con el que se lograria si solamente
estuviese regulado por las protei-
nas y sus efectos, modificados por
el ambiente y el metabolismo.

De ser cierto, no sorprenderia que
un sistema que utilizara una red de
comunicacion basada en ARN, al
evolucionar, desarrollara muchos
loci dedicados solamente a produ-
cir ARN."?#*(Ver Figura 4).

Acerca de este punto, se ha de-
sarrollado una teorfa que postula
que la diversidad fenotipica ob-
servada en los eucariontes resulta
de la capacidad multitareas de un
proteoma nuclear de tamafo limi-

Més alld del dogma central de la biologia molecular AVN}E/CES

Figura 4. Nuevo concepto de la actividad genética en los eucariontes
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Algunos de los ARNs intrénicos y quizés algunos de los ARN exdnicos ensamblados podrian
jugar un papel regulatorio directo al interactuar con ADN, otras moléculas de ARN o proteinas.
Al madificar la produccién de proteinas a varios niveles, estos ARNs no-codificadores estarian
proporcionando “instrucciones” genéticas a la célula, especificarian el plan de construccién y
no s6lo los componentes (proteinas) del sistema.

tado, equiparando esta capacidad
multitareas a la de un sistema com-
putacional avanzado, sugiriendo
que estos eARNs han evolucionado para funcionar
como moléculas de control endégeno de los proce-
sos de interconexién, que permiten la comunicacién
directa gen-gen, mediante sofisticados mecanismos
como la co-supresion, el silenciamiento transgénico,
la interferencia de ARN, la improntacion, la metila-
cién, la compensacién de dosis del cromosoma-X y
la transveccion; que a su vez involucran mecanismos
como la remodelacion de la cromatina, interacciones
ARN-ADN, ARN-ARN y ARN-proteinas; y posibilitan
de este modo la capacidad multitarea del genoma de
los eucariontes, lo que les ha conferido una ventaja
de orden evolutivo importante.*®

Cuando recién se descubrieron los intrones, se asu-
mié que no eran funcionales, y que quiza eran rema-
nentes del empalme prebidtico de cassettes exdnicos
codificadores de proteinas. Ahora esta claro que los
modernos intrones nucleares invadieron los genes de

los eucariontes tardiamente en la evolucion, después
de la separacién de la transcripcion y la traduccion.
La fragmentacién de los genes productores de protei-
nas ocasionada por los intrones parece haber conferi-
do una ventaja al facilitar los rearreglos modulares de
los dominios eucariontes productores de proteinas,
dando lugar al fenémeno de ensamblado alternati-
vo. Los intrones nucleares se derivan de los intrones
grupo Il autoensamblantes de los procariontes, ofre-
ciendo la posibilidad de actividad catalitica de ARN
tanto —cis como -trans, como ocurre en el spliceoso-
me o ensambleosoma. Cualquier secuencia que ad-
quiriese una nueva funcién, como la posibilidad de
sefializacion —trans capaz de transmitir informacién
en paralelo con las secuencias codificadoras de pro-
teinas asociadas, adjudicaria por ello un cierto valor
selectivo al posibilitar una red de interconexion en
las células eucariontes. Esto no implica que todos los
intrones hayan evolucionado a tener alguna funcién,
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sino mas bien que un ndmero importante pudieran
haberlo hecho. Tanto los intrones como los ARNs no
codificadores de proteinas constituyen actualmente
la mayoria de la produccion del genoma de los euca-
riontes complejos, de hecho, hay una buena correla-
cion entre la densidad de intrones y la complejidad
del desarrollo.

También se aprecian patrones de conservacién, aun
a través de distancias evolutivas grandes, si bien esta
conservacion es menor que la observada en los exo-
nes (ver Figura 5).

Existen numerosos ejemplos de que los intrones y
otros ARNs no-codificadores de proteinas contienen
informacioén funcional; una subclase interesante de
estos son los ARNs nucleolares pequefios o snoAR-
Ns producidos a partir de ARNs intrénicos derivados
de genes que codifican proteinas ribosomales y nu-
cleolares, asi como de otros genes cuyos exones han
perdido ya la capacidad de codificar proteinas. Otro
ejemplo lo constituyen los ARNs temporales peque-
fios lin-4 y let-7 que controlan la temporalidad del

desarrollo en C. elegans a través de interacciones
ARN-ARN que afectan la traduccion y estabilidad de
otros transcriptos; let-7 ha sido conservado a través
de invertebrados y vertebrados. Estos ARNs pequefios
se derivan de precursores mayores y tienen un tama-
fio de alrededor de 22 nucleétidos, similar a los ARN
producidos por los procesos de iARN (interferencia
de ARN).

Parece seguro predecir que la vasta mayoria de los
ARNs no-codificadores no ha sido aln catalogada,
puesto que la mayor parte de los rastreos genémicos
han tenido un sesgo intrinseco contra ellos. Cada vez
es mas obvio que existe un papel central para la se-
fializacién y el metabolismo del ARN en la biologia
de los eucariontes.

Hay un nimero de fenémenos genéticos insuficien-
temente comprendidos (como la inhibicién por ARN,
la co-supresion, el silenciamiento transgénico, los
efectos posicionales abigarrados, la improntacion, la
metilacion del ADN, la compensacién de dosis cro-
mosomica y la transveccion) que comparten carac-
teristicas.

Figura 5. La vida unicelular, representada principalmente por organismos procariontes, controlé la tierra por billones de afos
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Cuando apareci6 la vida multicelular, sin embargo, su complejidad aumenté de manera sorprendente. La evolucién de un sistema de regulacién gené-
tica adicional podria muy bien explicar tanto la evolucién a la multicelularidad como la répida diversificacién y la creciente complejidad.
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Sin abundar en detalles, se
ha demostrado que en todos

Figura 6. Esquema detallado del papel propuesto para los eARN en los sistemas de control

e interconexion de los eucariontes
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ferasas.

Los genes, empaquetados en la cromatina, expresan transcriptos primarios que son luego ensamblados
de modo alternativo para producir mARN y/o intrones, que pueden luego ser reprocesados para formar
moléculas menores, como —let-7. Algunos genes ARN no-codificadores pueden producir ARNs tanto
de intrones como de exones (NARN), éstos pueden luego actuar como sefiales o moléculas guia para
integrar la actividad de este locus con la de otras partes de la red, via efectos en la estructura de la cro-
matina, transcripcion, ensamble, otros niveles de proceso de ARN, traduccién de mARN, estabilizacién
de mARN vy otras formas de sefializacién mediadas por ARN dentro de la célula. La evidencia indica
que muchas de estas interacciones dependen de homologia (secuencia directa) e involucran uniones
ARN-ADN, ARN-ARN y ARN-proteinas, otras podrian involucrar estructuras secundarias o terciarias de
ARN o catdlisis mediada por ARN. Este esquema no pretende ser comprensivo, sino solamente dar idea
de la complejidad o potencial de estas redes de interaccién informatica entre los genes y la célula, y su

papel en la diferenciacién y el desarrollo.

Visto como un todo, estas ob-

servaciones sugieren que una

compleja red de senalizacion basada en ARN opera
en los eucariontes superiores, lo que permite la co-
municacion directa gen a gen y la integracién y regu-
lacién de la actividad génica a muchos niveles, inclu-
yendo la estructura de la cromatina, la metilacion del
ADN, la trascripcion, el empalme y procesamiento del
ARN, la traduccion del ARN, la estabilidad del ARN y
la sefalizacion de ARN en varias vias (ver Figura 6).

Si estas consideraciones son correctas, para entender
la biologia de los organismos superiores se requerira
entender no solamente el proteoma, que actualmen-
te es el foco de mucha investigacion, sino identificar
también todos los ARNs no-codificadores y sus pa-
trones de expresion, sefalizacion y procesamiento,
puesto que estas evidencias sugieren que, lejos de

ser basura o residuos evolutivos, los intrones y otros
ARNs no-codificadores forman la arquitectura prima-
ria de control que sostiene la diferenciacién y el de-
sarrollo de los organismos superiores.*

Conclusiones

* El ADN “basura o chatarra” regula la traduccién de
las isoformas de las proteinas.

e El ADN “basura o chatarra” influencia el compor-
tamiento de los genes mediante la transcripcién de
multiples tipos de ARN.

 E| ADN “basura o chatarra” tiene tanto un papel re-
forzador como silenciador frente a genes adyacentes.
e El concepto simple expresado por el dogma central
no parece ser aplicable a los organismos superiores.
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e El ARN en sus multiples formas es parte de un sofis-
ticado mecanismo de control de la expresion génica
y un integrante indispensable para lograr la diversi-
dad entre los organismos.
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