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EXPLORA

CIENCIAS NATURALES

INTRODUCCION.

¢QUE DICEN LOS GENES?

partir de los experimentos de

Gregor Mendel fue posible pos-
tular la existencia de factores here-
dables, responsables de transmitir las
caracteristicas de una especie de gene-
racion en generacion. Estos factores
heredables fueron posteriormente
identificados como genes, secuencias
especificas de nucleétidos de ADN ubi-
cadas en los cromosomas de las célu-
las. Pero ¢cudl es la naturaleza de la
conexion entre los cromosomas y 10s
caracteres heredables? ¢Cuales son
los mecanismos que una célula utiliza

para especificar como sera su descen-
dencia? ¢Qué dicen los genes real-
mente? ;COmMo es su mensaje tradu-
cido por la célula en caracteristicas
especificas, tales como el color de
ojos o la altura de una persona, la
forma de las hojas, el tamafio, el
color y el sabor de los frutos?

En este fasciculo analizaremos algu-
nos mecanismos moleculares que lle-
van a cabo las células eucariotas y
que permiten responder las pregun-
tas planteadas.

Cromosoma de una célula de insecto
visto con microscopio 6ptico.

ADN: EL MATERIAL GENETICO

na vez demostrado que el mate-

U rial genético es el ADN, fue
necesario conocer la estructura tridi-
mensional de esta molécula para
poder responder a dos preguntas:
cémo se replica y de qué manera diri-
ge la sintesis de proteinas. En 1953,
los cientificos James Watson y Francis
Crick propusieron un modelo que
establecié las principales caracteristi-
cas de la estructura del ADN y permi-
ti6 comenzar a entender las bases
moleculares de la herencia y la evolu-
cion. El modelo estructural propone
que el ADN es una hélice de doble
cadena de desoxirribonucleétidos, de
didmetro uniforme, que se tuerce
hacia la derecha, antiparalela (las dos
cadenas corren en sentido contrario).
¢Qué quiere decir que las dos cade-
nas son antiparalelas? La direccion de
un polinucleétido puede definirse
mirando los enlaces fosfodiéster entre
nucleétidos adyacentes. En el esquele-
to de azucar-fosfato, un grupo fosfato
unido al carbono 5' de una desoxirri-
bosa se conecta al grupo hidroxilo del

carbono 3' de otra molécula de desoxi-
rribosa, uniendo azlcares sucesivos
entre si. Por ello, los extremos de un
polinucleétido son distintos: en uno de
ellos el carbono 5' est4 libre (extremo
5%) mientras que en el otro lo est4 el
carbono 3" (extremo 3'). Las dos cade-
nas de polinucleétidos de una molécu-
la de ADN corren en sentidos opuestos
dado que mientras una de ellas lo hace
en sentido 5'—=3', la cadena comple-
mentaria corre en sentido 3'->5".

En la molécula de ADN, los esquele-
tos de azucar-fosfato de las cadenas
de polinucleétidos se enrollan alrede-
dor de la parte externa de la hélice y
las bases nitrogenadas se ubican en el
centro. Las cadenas se mantienen
unidas por apareamiento de las bases
nitrogenadas purinas (A o G) o pirimi-
dinas (T o C). En esta estructura,
siempre una A (adenina) se enfrenta a
una T (timina), y una C (citosina) se
enfrenta a una G (guanina). Esta com-
plementariedad de bases A-T y C-G
hace que se mantenga constante el
didmetro de la doble hélice.

En este fasciculo no analizaremos en
detalle los mecanismos moleculares
mediante los que se replica una molé-
cula de ADN. Sélo mencionaremos
algunas de las principales caracteristi-
cas de este proceso. La bioquimica de
la replicacion es semejante en células
procariotas y eucariotas. En todos los
casos ocurre de manera finamente re-
gulada y con la participacion de una
gran cantidad de proteinas. In vivo, la
replicacion ocurre una sola vez duran-
te el ciclo de vida de una célula, duran-
te la fase S de la interfase. Sin embar-
go, in vitro es posible lograr que una
molécula de ADN se replique varias
veces en un tubo de ensayo, sin la pre-
sencia de células. Para ello se requiere
ADN, una enzima (ADN polimerasa) y
una mezcla de los cuatro desoxinucle6-
tidos trifosfato. Esto se debe a que el
ADN sirve de molde para su propia sin-
tesis, actuando como guia para la ubi-
cacion exacta de los nucle6tidos com-
plementarios en la nueva cadena. La
posibilidad de replicacion del ADN in
vitro ha resultado de importancia fun-
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REPLICACION DEL ADN

De acuerdo con
la hipotesis
semiconservativa,
la molécula
replicada tiene
una hebra de
material original
y otra nueva.

damental para el desarrollo de la bio-
tecnologia.

El ADN tiene toda la informacion
necesaria para el funcionamiento ce-
lular y el establecimiento de los ca-
racteres especificos de una especie o
individuo. Por ello, es importante que
pueda ser copiado con fidelidad para
ser repartido entre la progenie, ya sean
células que se regeneran O Nuevos
individuos de una especie. Se han pro-
puesto muchas hipotesis sobre cémo
se replica el ADN. En 1953, Watson y
Crick formularon la hipétesis semicon-
servativa que fue posteriormente
demostrada por Matthew Meselson y
Franklin Stahl en 1957. En la replica-
cién semiconservativa, la doble héli-
ce se separa y cada una de las cade-
nas sirve de molde para la sintesis de
una nueva cadena complementaria.

El resultado final son dos moléculas
idénticas a la original, cada una con-
teniendo una cadena original y otra
sintetizada de novo.

El reconocimiento de que el ADN
podia copiarse de esta forma sugirié
como esta molécula podia poseer
una de las caracteristicas necesarias
del material genético: la capacidad de
mutar. Sin mutaciones no habria varia-
bilidad genética ni diversidad de espe-
cies. Las mutaciones representan cam-
bios en la secuencia de bases en el
ADN. Si el ADN es copiado por un
mecanismo que implica apareamiento
de bases complementarias, todo cam-
bio en una cadena sera reflejado en
una nueva secuencia durante un nue-
vo ciclo de replicacién, y la secuencia
mutada pasara a las moléculas hijas
mediante el mismo mecanismo.

EL GENOMA EUCARIOTA

| genoma de un organismo se

define como la totalidad del ADN
de sus cromosomas y los genes que
este contiene. Las organelas de los
eucariotas (mitocondrias y plastidios)
también contienen ADN. Por lo tanto,
se puede hablar de genoma mitocon-
drial o genoma plastidico para dife-
renciarlos del genoma nuclear.

Todos los individuos de una misma
especie tienen distribuido su genoma
en un numero caracteristico de cromo-
somas. Por ejemplo, las células somati-
cas de los humanos tienen 46 cromo-
somas. Sin embargo, no somos la Uni-
ca especie en tener esa cantidad de
cromosomas; algunas especies de
animales y vegetales también tienen
46 cromosomas. Por otro lado, el ta-
mafio del genoma no presenta una
relacion directa con la complejidad
del organismo. Las células humanas,
por ejemplo, tienen un genoma unas
700 veces méas grande que el de la
bacteria E. coli, pero las células de

algunos anfibios y plantas poseen un
genoma 30 veces mayor que el de las
humanas. Todo esto indica que no es
el tamafio del genoma o el namero
de cromosomas lo que hace Unica a
cada especie, sino la informacion
especificada en los genes de esos cro-
mosomas. Es el orden particular de las
bases purinas o pirimidinas, es decir,
la secuencia de ADN, la que especifi-
ca la exacta instruccion para generar
un organismo particular.

Como se analizara en detalle luego,
no todo el genoma de un organismo
lleva informacién para sintetizar una
molécula de ARN funcional. Asi, en la
mayoria de los genomas de los verte-
brados, los genes no se encuentran
yuxtapuestos, sino que estan separa-
dos por largos segmentos de ADN que
constituyen las regiones intergénicas.
Estas regiones representan alrededor
de un 70 % del total del genoma. Por
otro lado, las secuencias de genes
eucariotas que codifican proteinas ha-

bitualmente no son continuas, sino
gue estan interrumpidas por secuen-
cias no codificantes. Las secuencias no
codificantes se denominan intrones y
las secuencias codificantes, exones. En
consecuencia, los intrones, presentes
en el genoma, estan ausentes en el
ARNm vy, por lo tanto, no se traducen
en proteinas. Los exones son los seg-
mentos que estan presentes en el
genoma, en el ARNm precursor nuclear
(pre-ARNm), permanecen en el ARNm
maduro citoplasmatico y son traduci-
dos en proteinas. En la pagina siguien-
te se puede ver la organizacién tipica
de los genes en un cromosoma de ver-
tebrado.

El conocimiento de la organizacion
general del genoma de varias espe-
cies demostrd las similitudes y dife-
rencias estructurales existentes entre
ellas, pero también planteo el desafio
de conocer la secuencia de nucleoti-
dos completa del genoma de una
especie en particular. Estos emprendi-
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ORGANIZACION DE LOS GENES EN UN CROMOSOMA DE VERTEBRADO

Los genes estan dispuestos ordenadamente a lo largo del ADN separados por las regiones intergénicas.
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mientos cientificos son conocidos
como Proyectos Genoma y sus aplica-
ciones tienden a resolver problemas
de la medicina, la biotecnologia, las
fuentes de energia, etc. En la actuali-
dad se han completado los Proyectos
Genoma de varias especies, entre ellas
el de la mostaza silvestre (Arabidopsis
thaliana), el de la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster), el del gu-
sano (Caenorhabditis elegans), el del
raton (Mus musculus) y el del humano
(Homo sapiens).

¢COMO SE EXPRESA
LA INFORMACION
CONTENIDA EN EL ADN?

Unos afos después de haber propues-
to el modelo estructural del ADN,
Francis Crick propuso ‘el dogma cen-
tral de la biologia molecular*, que
dice que la informacion fluye en el
sentido: ADN->ARN-> proteina. Segun
sus palabras, ""una vez que la informa-

1 Secuencia intron
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S

cion pas6é a una proteina no puede
salir nuevamente"".

Este flujo de la informaciéon consta
de dos etapas: primero, en la trans-
cripcion, se copia la informacion de la
secuencia de ADN en informacion
correspondiente a una secuencia de
ARN. Luego, durante la traduccién,
esta informacion se traduce en una
secuencia de aminoécidos, es decir,
una proteina.

Si bien el flujo de la informacion es
en un solo sentido, en algunos casos la
transcripcion puede ser invertida:
ARN—>ADN. Esta reaccién ocurre me-
diante enzimas especificas llamadas
transcriptasas reversas, presentes, por
ejemplo, en los retrovirus como el VIH.
Sin embargo, la traduccién nunca pue-
de ser invertida. Es decir, la informa-
cion contenida en una proteina no
puede pasar al ADN. Esto explica por
qué no es posible heredar los caracte-
res adquiridos de los progenitores.

¢Como pasa la informacion del na-
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cleo (donde esta el ADN) a las protei-
nas (que son sintetizadas en el cito-
plasma)? ¢ Cual es la relacién entre una
secuencia de nucleétidos especifica y
la secuencia de aminodcidos en una
proteina? Para responder a estos inte-
rrogantes, Crick postulé la existencia
de moléculas mensajeras y moléculas
adaptadoras. Hoy sabemos que esas
moléculas son distintas clases de ARN.
El ARN es un acido nucleico muy seme-
jante al ADN, pero entre ambas molé-
culas hay diferencias:

m El azUcar que compone el ARN es
ribosa, en lugar de desoxirribosa.

® En lugar de timina, el ARN contie-
ne una pirimidina relacionada, el ura-
cilo (V).

m El ARN se encuentra como cadena
simple y no forma una estructura heli-
coidal regular como el ADN.

A pesar de esto Ultimo, algunas mo-
léculas de ARN presentan una estruc-
tura secundaria, es decir que ciertas
zonas de la molécula pueden formar

TRADUCCION N N

g
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Proteina
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DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR

Toda informacién genética se transcribe primero desde el ADN al ARN

y luego se traduce en una proteina.

_ ADN _,
® -5
3 ¢ =i
= TRANSCRIPCION (sintesis de ARN) ARN ;.

Lp R E N R R P R B
b

TRADUCCION (sintesis de proteina) pROTEINA
Ha2N @*O“ﬁ’@--w-o COOH

Aminoacidos

bucles o doble cadena por aparea-
miento de bases dentro de la misma
molécula.

Todas las células tienen diferentes
clases de ARN. Los tres méas importan-
tes son el ARN ribosomal (ARNr) —se
encuentra en los ribosomas, que es el
lugar fisico donde ocurre la traduc-
cién—, el ARN mensajero (ARNm) —pasa
del nucleo al citoplasma llevando la
informacion desde los cromosomas

hacia el ribosoma para dirigir la sinte-
sis proteica— y el ARN de transferencia
(ARNt) —transporta los aminoacidos al
ribosoma para ser utilizados durante la
traduccion; son las moléculas adapta-
doras entre nucle6tidos y aminoé&ci-
dos—. Estos tres tipos de ARN, junto
con proteinas ribosomales y ciertas
enzimas, constituyen el sistema que lle-
va a cabo la lectura del mensaje genéti-
coy la produccion de una proteina.

FLUJO DE INFORMACION GENETICA

Sistema que lleva a cabo la lectura del
mensaje genético y la produccion
de una proteina.

Transcripcion

N
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EL PROCESO
DE TRANSCRIPCION

Todas las moléculas de ARN son sinte-
tizadas por el proceso de transcrip-
cién a partir de una secuencia de ADN,
en reacciones catalizadas por ARN po-
limerasas. Estas enzimas operan mo-
viéndose en direccion 3'>5" a lo largo
de la cadena molde de ADN, sinteti-
zando una nueva cadena de ribonu-
cledtidos en la direccién 5'=3'. Esa
cadena de ARN recién sintetizada se
llama transcripto primario o pre-ARNm.
Como resultado, la secuencia de nu-
cledtidos del transcripto primario es
antiparalela y complementaria de la
secuencia de ADN de la que es trans-
cripta. Es importante destacar que
una molécula de ARN se copia sélo de
una de las dos cadenas de ADN.
Entonces, si sélo una hebra de ADN
se transcribe, ¢como selecciona la
ARN polimerasa la hebra correcta de
ADN? La enzima reconoce en cada
gen una secuencia determinada de
nucledtidos, el promotor, y se une a
ella. Esta union establece el sitio don-
de comienza la transcripcion y el sen-

L
PROTEINA {P@ys
0

; (""--
Y oy

& s
> Traducciéon \\

‘H-ﬂ’

4
L4

@~
Transporte 8 -
del ARNm

> Ribosomas
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TRANSCRIPCION DE ADN

Iniciacion

1. La ARN polimerasa se une al promotor y

comienza a desenrollar las cadenas de ADN.

ARN polimerasa
Cadena complement\a\ria

3
/
5
s
Nuevo enrollamiento Cadena
del ADN molde

Elongacion

Prolongacion

Sitio de iniciacién

Desenrollamiento
del ADN

Sitio de terminacion

2. La ARN polimerasa lee la cadena molde de ADN desde 3'
hacia 5' y produce el transcripto de ARN desde 5' hasta 3'.

Direccién de o r
la transcripcion

T, Ribonuclestidos trifosfatos
3 o("(_ (AU.CG)

3. Los ribonucleotidos son agregados
en el extremo 3' del ARN en

LOS GENES

oA ILLLI LI RN IAN NI LIllll.
ARN 4. Cuando la ARN polimerasa llega al sitio de terminacion, el
transcripto de ARN se libera completamente de la maquinaria
de transcripcion y la ARN polimerasa se separa del ADN.

tido de avance de la ARN polimerasa.
Dado que esta enzima s6lo puede
fabricar ARN en sentido 5'—3', una
vez fijado el sentido de avance, s6lo
puede transcribirse la hebra de ADN
gue corre en sentido 3'-5". La otra
hebra, que posee la secuencia com-
plementaria y corre en sentido 5'-3’,
no es reconocida por la enzima y, por
lo tanto, no es transcripta a ARN. La
ARN polimerasa reconoce y se une al
promotor y esto hace que la doble
hélice de ADN se abra y comience la
transcripcion. Luego, la enzima va

afiadiendo ribonucledtidos, movién-
dose a lo largo de la cadena molde,
desenrollando la hélice y exponiendo
nuevas regiones con las que se apare-
aran los ribonucleétidos complemen-
tarios. La cadena de ARN en creci-
miento permanece brevemente unida
por puentes de hidrégeno al ADN
molde (s6lo 10 o 12 ribonucle6tidos
estan unidos al ADN en cualquier ins-
tante dado) y luego se desprende
como una cadena simple, como pue-
de verse en laimagen de esta pagina.

TOPOLOGIA DE
UN GEN EUCARIOTA TiPICO

Antes de seguir avanzando en el anali-
sis de los mecanismos por los que la
informacién contenida en el ADN es
traducida en una proteina, es necesa-
rio examinar las caracteristicas que
determinan que una secuencia dada
de nucléotidos sea un gen. Sabemos
que el ADN es una cadena continua de
nucleétidos, donde no existen espa-
cios ni "marcas'. Entonces, ¢qué es
lo que diferencia a un gen de una

7
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ANATOMIA DEL GEN EUCARIOTA

Region promotora
r—A

J

Secuencia
TATA

Trascripto

m’ GpppAC

Sitio de
iniciacion de
la transcripcion

f____

S ST e

de la traduccion
(secuencia ATG)

po————

5'UTR

primario (“casquete”-cap) —ﬂ—_

pre-ARNm

ARNm

Sitio de iniciacion

Intrén 1

X YO S X XXX PO O

~Ex6n 2, Intron 2

TRANSCRIPCION

codon de
terminacion de
la traduccién

~— Ex6n 3 J—L I

TAA:  AATAAA:

secuencia Secuencia de
de agregado terminacion
de poi i(A) de la

transcripcion
) GEN (ADN)
3 UTR T Sitio del

agregado
de poli(A)

Exon1-———— Intron1 Exon2— Intron 2 r
—
PROCESAMIENTO (SPLICING)
r Exon 1 \ f Exon 3 y
AUG Exon 2 UAA

m? GpppAC
("casquete"-cap)
N

N

BT W —V— N— W AAAA. A,
L g

5'UTR

lTRADUCCION

3'UTR

secuencia intergénica? Tipicamente,
un gen eucariota presenta los siguien-
tes elementos.

m El promotor y las regiones regula-
doras (potenciadores y silenciadores).
Como se verd mas adelante, protei-
nas llamadas factores de transcripcion
se unen a ellas y regulan la actividad
de un gen.

m El sitio de iniciacion de la transcrip-
cion. Aqui se determina qué nucledtido
sera el extremo 5' del ARN. En el pre-
ARNm, este extremo se modifica por el
agregado de un nucleétido de 7-metil-
guanosina, llamado caperuza o cap,
tan pronto ha sido transcripto. Esta
modificacion del extremo 5' del pre-
ARNm se llama capping. La caperuza
es necesaria para la unién del ARNm al
ribosoma y la subsiguiente traduccion.

m Elsitio de iniciacion de la traduccion
(ATG). Esta secuencia (que se convier-

te en AUG en el ARN) se localiza a dis-
tancias variables del sitio de iniciacién
de la transcripcion, segin el gen de
que se trate. Entre el sitio de iniciacion
de la transcripcion y el triplete ATG
queda comprendida una secuencia
que no se traduce, llamada regién no
traducida del extremo 5' o0 5'UTR (del
inglés 5" untranslated region).

m Exones e intrones. Secuencias pre-
sentes en el gen y en el pre-ARNm
que seran conservadas o eliminadas,
respectivamente, durante el procesa-
miento del transcripto. Los genes trans-
criben pre-ARNm, que son mas largos
que los ARNm maduros porque contie-
nen intrones que deben ser eliminados
en el nucleo antes de pasar al citoplas-
ma. Este mecanismo se conoce como
"'procesamiento por corte y empalme™
o splicing. El procesamiento del pre-
ARNmM es mediado por un complejo

de proteinas y pequefios ARN nuclea-
res (small nuclear RNA o snRNA). Este
complejo, llamado espliceosoma, se
ensambla reconociendo secuencias de
nucleotidos especificas en los intrones.
Una vez ensamblado el espliceosoma,
el pre-ARNm es cortado, se liberan las
secuencias reconocidas como intrones
y se empalman los extremos de las
secuencias reconocidas como exones,
para producir un ARNm maduro.

m El coddn de terminacion. Puede te-
ner tres diferentes conformaciones:
TAA, TGA Y TAG.

m La region 3'UTR que, aunque es
transcripta, no es traducida a protei-
nas. Esta region incluye la secuencia
AATAAA, necesaria para la poliadeni-
lacion, una modificacion del ARN que
consiste en el agregado de una "'cola"
de unos 200 o 300 nucleotidos de ade-
nina. Estas A son agregadas enzimati-



CODIGO GENETICO

Cada codoén (3 nucleotidos del ARNm) codifica un aminoécido especifico.

camente al transcripto; no son parte de
la secuencia génica. La cola de poli(A)
confiere estabilidad al ARNm, permite
gue este salga del ndcleo y su ausencia
inhibe la traduccion.

A partir de lo explicado sobre los
elementos caracteristicos de un gen
eucariota se desprende que sélo po-
demos hablar de ARNm una vez que
el transcripto de ARN (pre-ARNm) ha
sufrido las modificaciones en sus
extremos 5' (capping) y 3" (poliadeni-
lacion) y hayan sido procesadas sus
secuencias intronicas (splicing).

¢COMO SE TRADUCE
EL MENSAJE?

Finalizadas la transcripcion, las modifi-
caciones de los extremos 5"y 3' y el
splicing, el ARNm es exportado al ci-
toplasma donde se traduce el mensa-
je. Durante la traduccion, el orden de
nucleétidos del ARNm especifica el
orden de amino4cidos en un poli-
péptido. De acuerdo con el cédigo
genético, cada triplete o codén en
el ARNm codifica un aminoécido en
particular.

El codigo genético estd compuesto
por 64 codones: 61 de ellos especifi-
can aminoacidos y los otros 3 son

sefiales de finalizacion del proceso
de traduccion. Teniendo en cuenta
que las proteinas estan compuestas
por 20 aminoacidos diferentes y
existen 61 codones para especificar-
los, es obvio que mas de un triplete
puede codificar el mismo aminodci-
do. Por eso decimos que el cédigo
genético es redundante o degenera-
do. Otra caracteristica del cédigo
genético es su universalidad: el mis-
mo cddigo es utilizado por todos los
organismos.

La sintesis de proteinas ocurre en los
ribosomas, que consisten en dos subu-
nidades, una grande y otra pequefia,
cada una formada por ARNr y protei-
nas. La subunidad grande contiene
una depresién en una de sus superfi-
cies, en la que se ajusta la subunidad
pequefia. EI ARNm se inserta en un
surco formado entre las superficies de
contacto de las dos subunidades.

Para la traduccion también se requie-
ren los ARNt, que estan plegados en
una estructura tridimensional que se
asemeja a la letra *'L"". Tienen un triple-
te de bases, el anticodon, en el plega-
miento central de la estructura secun-
daria. Una enzima especifica, la ami-
noacil ARNt sintetasa, agrega un ami-
noacido determinado en el extremo
3' de cada ARNt, convirtiéndolos en
aminoacil-ARNt. El apareamiento de
bases complementarias codon-antico-
dén permite trasladar la informacion
especificada en el ARNm a un aminoa-
cido especifico.

La traduccién se realiza en varias
etapas. La iniciacion ocurre cuando la
subunidad ribosdmica més pequefia
se une al extremo 5' de una molécula
de ARNmy se mueve en sentido 5'—>3'
hasta encontrar el codén de iniciacion
AUG. La primera molécula de amino-
acil-ARNt, que lleva el aminoé&cido
metionina (Met), se acopla con el
codon de iniciacion. El complejo de

REPRESENTACIONES DE LAS ESTRUCTURAS DEL ARNt

Extremo de unién del aminoacido

ARNt - Representacion atémica ARNt - Representacion
lineal tridimensional

tridimensional en volumen

ENEE Anticodén —— -y,

ARNt - Representacion
esquematica desplegada
de la estructura secundaria

LOS GENES
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S i NTESIS PROTE' CA Larepresentacion tridimensional del ribosoma exhibe el sitio donde se sintetiza la nueva cadena peptidica.
El corte esquematico permite representar los sitios internos E, P y A, y el surco donde se aloja el ARNm.

Area de

Subunidad menor
e

traduccion ARNmM

" S5 Sitio de reunién
f del ARNm y AA-ARNt

ARNt GAA
Anti-codon

Subunidad mayor

3. Reclutamiento de la

e o subunidad mayor.

Inlmacu_m _ _ La iniciacion termina al

1. Una sul?un|dad menor del nbcsome se une al 2. 1la s’ubunl'dgc! menor encuentra completarse el armado del ribosoma.
extremo 5' del ARNm y se mueve en direccién: 5' --> 3'. el codon de iniciacion. El ARNt cargado con MET ocupa el sitio P.
~

-~

5' 3
ARNm AUG

GUA i
El ARNt se acopla Anticodén
con una molécula
de MET (aminocido)

Aminodcido
Elongacion =z
1. Otro AA-ARNt se une al ARNm a través 2. Se produce el enlace peptidico 3. El ARNt libre se ubica en el sitio E
del anticodon y ocupa el sitio A del ribosoma. entre los dos aminoacidos. y es posteriormente liberado.

Terminacion

1. El ribosoma alcanza a un codon de terminacion. 2. Se libera el polipéptido completo y el Gltimo
A ese codon se une un factor de liberacion. ARNt se desprende del ribosoma.



iniciacion se completa cuando la
subunidad ribosémica grande se une
a estas estructuras. El ribosoma arma-
do contiene ahora 3 sitios: A, Py E; en
este momento, el complejo ARNt-MET
ocupa el sitio P y los sitios A 'y E que-
dan vacantes.

La elongacién comienza cuando un
segundo aminoacil-ARNt se coloca en
el sitio A y su anticodén se acopla con
el ARNm. Se forma un enlace peptidi-
co entre los dos aminoécidos. Lo inte-
resante es que esta reaccion es catali-
zada por un pequefio ARN presente en
la subunidad mayor del ribosoma. A
estos ARN con actividad enzimética
se los denomina ribozimas. Al mismo
tiempo que ocurre la union de dos ami-
noéacidos se rompe el enlace entre el

primer aminoacido y su ARNt. El ribo-
soma se mueve a lo largo de la cade-
na de ARNm en una direccién 5'>3',
y el segundo ARNt, con el dipéptido
unido (peptidil-ARNt), se mueve des-
de el sitio A al sitio P. El primer ARNt
se mueve hacia el sitio E y se despren-
de del ribosoma, dejando el aminoa-
cido que transportaba en el péptido
en formacion. En suma, durante la
elongacion del péptido, el sitio A une
el aminoacil-ARNt correspondiente al
aminoéacido que debera incorporarse
al péptido en formacion, el sitio P une
el peptidil-ARNt y el sitio E es el sitio
de salida para el ARNt que estuvo pre-
viamente unido al sitio P. Un tercer
aminoacil-ARNt se coloca en el sitio A
y se forma otro enlace peptidico. La

cadena peptidica naciente siempre
estd unida al ARNt que se estd mo-
viendo del sitio A al sitio P, y el amino-
acil-ARNt entrante siempre ocupa el
sitio A. Este paso se repite unay otra
vez incorporando los distintos ami-
nodacidos hasta que se completa el
polipéptido.

La terminacion ocurre cuando el
ribosoma alcanza un coddn de termi-
nacion, el polipéptido se escinde del
Gltimo ARNt y el ARNt se desprende
del sitio E. El sitio A es ocupado por un
factor de liberacion que produce la
disociacion de las dos subunidades del
ribosoma.

A modo de resumen, la imagen de
la pagina anterior ilustra los procesos
descriptos.

REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES EUCARIOTAS

a finalizacién de varios Proyectos

Genoma mostré que el nimero de
regiones que codifican proteinas no
presenta una correlacion con la com-
plejidad del organismo ni con su origen
evolutivo. C. elegans, D. melanogaster
y Homo sapiens contienen aproxi-
madamente 19.000, 14.000 y 25.000
genes, respectivamente. (Como pue-
de el genoma de la mosca de la fruta
contener menos genes que el del
indudablemente mas simple gusano?
El conocimiento de la secuencia com-
pleta de todos los genes de un indivi-
duo no alcanza para responder esta
pregunta. "'La secuencia no es el final
del dia. Es s6lo el comienzo™, dice
Sydney Brenner, un lider de estos pro-
yectos. La respuesta esta en los dife-
rentes proteomas, es decir, en el con-
junto de proteinas que cada uno de
ellos expresa. No basta con conocer
la secuencia del genoma completo,
hay que caracterizar las proteinas que
los genes ordenan elaborar, por eso el
proteoma es el actual desafio de la
biologia.

¢Qué determina los tipos y cantida-
des de las diversas proteinas que carac-
terizan un organismo o una célula en
particular? Todas las células de un or-
ganismo multicelular con tejidos espe-
cializados poseen los mismos genes.
Entonces, ¢cOMOo es que en un mismo
organismo una célula puede diferen-
ciarse en un glébulo blanco y otra en
célula de la piel? Lo que ocurre es que,
aunque los genes estan siempre pre-
sentes en un determinado genoma, no
estan siempre “encendidos”. Decimos
que un gen se expresa (se enciende)
cuando se transcribe y el ARNm se tra-
duce a proteina. El control de cualquie-
ra de los pasos de este proceso puede
conducir a una expresion génica dife-
rencial en tipos celulares especificos.
Por lo tanto, los glébulos blancos se
diferencian de las células de la piel no
porque tengan diferentes genes, sino
porgue expresan diferentes proteinas.

La regulacion de la expresion génica
puede ocurrir en distintos niveles:
m Transcripcion diferencial de genes, re-
gulando cuéles de los genes son trans-

criptos a ARNm en un momento o tipo
celular determinado.

® Procesamiento alternativo de intro-
nes, regulando cual de los ARN trans-
criptos (0 qué parte de ese ARN
nuclear) sera transportado al citoplas-
ma para ser traducido a proteina.

m Seleccion en el nicleo de los ARNm
gue deben ser exportados al citoplasma.
® Traduccion selectiva del ARNm,
regulando cual de los ARNm sera tra-
ducido a proteina en el citoplasma.

m Desestabilizacion selectiva de ARNm
en el citoplasma.

®m Modificacién diferencial de protei-
nas, regulando qué proteinas seran
funcionales en la célula.

TRANSCRIPCION
DIFERENCIAL DE GENES

Los genes eucariotas estan conteni-
dos en un complejo de ADN y protei-
nas llamado cromatina. La unidad
basica de la cromatina es el nucleoso-
ma, que estd compuesto por un cora-
z0n proteico de ocho moléculas de la

LOS GENES
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EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Luego de la fecundacion,
el huevo se divide por
mitosis numerosas veces
hasta formar un individuo
completo y complejo for-
mado por miles de células
que cumplen funciones
diferentes y que se organi-
zan en estructuras anato-
micas morfolégicamente
definidas. Durante el de-
sarrollo embrionario no
hay pérdida de material
genético y el control de la
expresion génica es esen-
cial para lograr un desa-
rrollo normal y armonico.
En la figura se muestra

(en color violeta intenso)
la expresion diferencial
de dos genes marcadores
tipicos en distintos esta-
dios del desarrollo
embrionario del pez
cebra. Las imagenes Ay B
corresponden a la expre-
sion del gen col2A1. Este
gen esta en el genoma de
todas las células, pero
s6lo se expresa en las que
van a dar lugar a cartila-
go. De manera similar, en
las figuras C a F se mues-
tra que el gen myo D s6lo
se transcribe en las que
formaran musculo.

COMPACTACION DE LA CROMATINA

La cromatina, constituida por ADN y proteinas, se compacta
hasta alcanzar el mayor grado de compactaciéon en
el cromosoma mitotico.

Histona

Nur_leosomas ADN

Bucle radial  Rosetdn
(cromatida)

CROMOSOMA
. MiToTico

Zona

Cromatida: contiene una molécula lineal de ADN.

proteina histona (dos moléculas de
cada una de las histonas H2A-H2B e
histonas H3-H4) alrededor del cual se
enrollan dos vueltas de ADN de aproxi-
madamente 140 pares de bases. Estas
estructuras se disponen una a conti-
nuacion de la otra, separadas por unos
40 pares de bases, asemejandose a un
rosario de cuentas. Los nucleosomas se
compactan formando solenoides que
son estabilizados por la histona H1.

La compactacion de la cromatina
inhibe la transcripcién porque impide
el acceso de la maquinaria de trans-
cripcién (ARN polimerasa y otras pro-
teinas) a los genes. Existen dos tipos de
cromatina: la eucromatina (més laxa) y
la heterocromatina (més condensada).
La transcripcién ocurre soélo durante la
interfase y donde la eucromatina esta
laxa. Algunas regiones heterocrométi-
cas son constantes en todas las célu-
las y nunca se expresan. Este tipo de
heterocromatina, que se denomina
heterocromatina constitutiva, no codi-
fica proteinas. Otras regiones de cro-
matina condensada, por el contrario,
varian de un tipo de célula a otro en un
mismo organismo, y regulan la biosin-
tesis diferencial de proteinas.

Ademés del control de la transcrip-
cién como consecuencia del grado de
compactacion de la cromatina, existe
otro nivel de control del inicio de la
transcripcion. Se ha visto que aun en
regiones donde la cromatina esta laxa
no siempre hay transcripcion de genes.
Es decir que, aunque el grado de com-
pactacion de la cromatina permita el
acceso de la ARN polimerasa, no todos
los genes se encenderan, y pueden
permanecer apagados en un determi-
nado momento o estadio metabdlico
de la célula. El control de donde y
cuando un gen en particular es trans-
cripto ocurre a nivel de ciertas secuen-
cias del gen que no se transcriben y
que, por lo tanto, no aparecen en el
pre-ARNm ni en el producto polipepti-
dico. Estas secuencias son los promo-
tores, los potenciadores (enhancers) y
los silenciadores.

Los promotores son secuencias cor-
tas de ADN (de seis a diez nucle6tidos)
a los que se une la ARN polimerasa
para iniciar la transcripcion. La ARN
polimerasa de eucariotas no puede
unirse directamente a esta region e ini-
ciar la transcripcion. Se une y actla
sOlo después de que varias proteinas,



CONTROL DEL INICIO DE LA TRANSCRIPCION

Las proteinas con funciones reguladoras se unen a secuencias reguladoras presentes en el ADN y modulan
la probabilidad de inicio de la transcripcion.

Regidn

- potenciadora

Region (O (en el ADN)
silenciadora \ L L

fuerte \ L

(silencer) ADN Promotor
Complejo de
i proteinas
N =
Conjunto de proteinas reguladoras neutro
.I H ‘
[ = potenciadoras S
S fuerte \
| ¢ - ..)! Factores basales de
g I

Complejo
débil de
potenciadores

llamadas factores de transcripcion
basales, se han ensamblado sobre el
promotor del gen.

Existen otros factores de transcrip-
cion, llamados reguladores, que se
unen a las regiones potenciadoras o
silenciadoras. Los potenciadores son
secuencias de ADN a las que se unen
factores de transcripcion reguladores y
activan la utilizacion de un promotor,
controlando la eficiencia y la velocidad
de la transcripcion. De manera similar,
las secuencias silenciadoras pueden
bloquear especificamente la transcrip-
cion de un gen en un grupo de células
o regular el momento en que un gen
se expresa. Estas secuencias pueden
estar incluso a distancias muy lejanas
del promotor. Son muy variadas y espe-
cificas de cada gen, regulan su expre-
sion dependiendo del tipo celular, de
sefiales provenientes de otras células,
del entorno, etc.

Una vez que una célula se ha dife-
renciado ocurre una serie de procesos
celulares para mantener estable su
patrén de transcripcion y asegurar que
su progenie conserve las mismas carac-
teristicas y propiedades.

-
RS

-

-

Region promotora

PROCESAMIENTO
ALTERNATIVO DE INTRONES

Originalmente se pensd que cualquie-
ra fuera la composicion de intrones y
exones de un pre-ARNm determinado,
este daria lugar al mismo ARNm. Sin
embargo, se ha demostrado que dife-
rentes tipos celulares que transcriben
el mismo pre-ARNm, pero lo procesan
de manera diferencial, generan dife-
rentes ARNm vy, por lo tanto, distintas
proteinas.

En la ilustracion del procesamiento
diferencial del pre-ARNm se muestra
como es posible generar familias de
proteinas a partir del procesamiento
diferencial de un Gnico pre-ARNm. La
eliminacion de ciertos exones poten-
ciales en una célula pero no en otras
conduce a la formacién de proteinas
estrechamente relacionadas, pero dis-
tintas. Estas proteinas diferentes codi-
ficadas por el mismo gen se denomi-
nan isoformas.

El procesamiento alternativo del
pre-ARNm determina qué secuencia
presente en el pre-ARNm sera elimi-
nada como intrén. Lo que es un intrén
en el nacleo de una célula puede no

~_ transcripcion

serlo en el ndcleo de otra. En los extre-
mos de los intrones existen secuencias
conservadas en todos los genes que
pueden ser reconocidas 0 no por el
espliceosoma de forma regulada. En
consecuencia, la maduracioén por cor-
te y empalme es un proceso regulado.

La existencia de un procesamiento
alternativo de un pre-ARNm implica
gue genes con docenas de intrones
pueden originar miles de proteinas re-
lacionadas pero diferentes. A modo
de ejemplo, describiremos dos genes
para los que el procesamiento alterna-
tivo de intrones permite generar una
extraordinaria diversidad molecular.
Uno de ellos es el gen slo, que codifica
una proteina de membrana presente
en las células del oido interno. Esta
proteina es, al menos en parte, la res-
ponsable de la percepcion del amplio
rango de frecuencias que el oido pue-
de percibir. Existen al menos ocho si-
tios de procesamiento alternativo en el
pre-ARNm de slo, lo que posibilita que
mas de 500 ARNm diferentes puedan
ser finalmente generados. Este proce-
samiento alternativo es funcionalmen-
te relevante ya que distintas isoformas
del gen slo participan en la percepcion

LOS GENES
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REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

Ligando 1. Activacion del receptor
La informacion (sefial) del entorno celular es recibida por un
Receptor receptor que pasa (traduce) esa senal al receptor celular.
E"nN}\
"‘E:;wlc" z
pL 2. Activacion del
e factor de transcripcién

. ~ SiTop,
hY) En el interior celular, la sefial activa un factor de 941,
q transcripcion que se mueve desde el citoplasma al niicleo.

Se "enciende” la transcripcion de
un gen que hasta ese momento
estaba apagado.

1 Poro nuclear

3. Localizacion Fra
Ucyp
nuclear £o

Mediador RNAPII

TEP Casquete 5'

Cromatina

\ 10. Exportacién
\ del ARNm e &
X »~ 12. Plegamiento
y liberacion
de la proteina ’

13. Modificacién
de la proteina .~

3 /
-~
e,
et L)
Grupo acetilo,
grupo metilo,
carbohidratos,

fosfatos,
proteasas, etc

de diferentes frecuencias de sonido.
De esta manera, un mismo gen gene-
ra diferentes productos proteicos con
distintas funciones fisiologicas.

El otro gen al que nos referiremos
es el gen Dscam de Drosophila. Este
gen codifica una proteina de la
superficie celular responsable de
marcar el camino a los axones de las
neuronas en crecimiento hasta alcan-
zar su adecuada localizacion en el

cuerpo de la mosca. El pre-ARNm de
este gen es procesado alternativa-
mente y, en teoria, puede generar
38.016 isoformas diferentes. Esto es
entre dos y tres veces el niUmero de
genes que contiene Drosophila. Dife-
rentes isoformas del gen Dscam pre-
sentes en la superficie de una neuro-
na permiten reconocer distintos
poblaciones de axones y determinar
su destino en el individuo.

Estos ejemplos muestran claramente
gue el nimero de genes en un geno-
ma entero puede ser mucho menor
que la cantidad de proteinas que ese
genoma expresa. Eso podria explicar
por qué no hay una correlacion direc-
ta entre el nimero de genes y el gra-
do de complejidad de un organismo.

TRADUCCION SELECTIVA
DE ARNm

Que el ARNm haya alcanzado el cito-
plasma no es garantia de que sera
traducido. La traduccién es controla-
da principalmente en dos niveles: con-
trol de la vida media del ARNm e inhi-
bicion selectiva de la traduccion.

Una misma molécula de ARNm pue-
de ser traducida muchas veces en un
polipéptido. Por eso, cuanto més tiem-
po persista una molécula de ARNm,
més proteina se podra fabricar a par-
tir de ella.

Una inhibicion selectiva de la traduc-
cién ocurre, por ejemplo, en el ovocito.
Esta célula almacena grandes cantida-
des de ARNm que permanecen *‘dor-
midos™ hasta la fecundacién y son
traducidos durante las primeras eta-
pas de la embriogénesis. El control de
la inhibicion puede ocurrir por unién
de proteinas a los extremos 5'UTR o
3'UTR de los mensajeros, dificultando
el acceso a los ribosomas, o por elimi-
nacion de la cola de poli(A) de los
ARNmM mientras son almacenados en
el ovocito. EIl ARNm se sintetiza ade-
cuadamente con su agregado de
poli(A), pero luego esos nucle6tidos
de adenina son removidos. En el pri-
mer caso, una vez ocurrida la fecun-
dacion, las proteinas asociadas pue-
den ser eliminadas o modificadas,
permitiendo el reconocimiento por el
ribosomay la traduccion del mensaje.
En el segundo caso, una enzima pre-
sente en el citoplasma de las células
del embrion cataliza el agregado de
una cola de poli(A) que capacita ese
ARNmMm para ser traducido. Por llevarse
a cabo en el citoplasma, este tipo de
poliadenilacion se denomina poliade-
nilacion citoplasmatica.



MODIFICACION
DIFERENCIAL DE PROTEINAS

Una vez que un polipéptido ha sido
sintetizado pueden ocurrir diferentes
cambios para determinar si seré biol6-
gicamente activo o no. Algunas prote-
fnas no son activas a menos que sean
modificadas por agregado covalente
de un grupo fosfato (fosforilacion) o
acetato (acetilacion), y también por
agregado de azucares (glicosilacion).
Otras deben unir iones o incorporar
moléculas organicas pequefias llama-
das grupos prostéticos o cofactores.
Por ejemplo, la hemoglobina, ademas
de la correcta sintesis de los cuatro
polipéptidos que la componen, debe
incorporar a su estructura un grupo
prostético "*hemo" para poder cum-
plir con su funcién biol6gica de trans-
portar el oxigeno a través de la san-
gre. Todos estos procesos ocurren
luego de que la traduccidn finalizo, y
por ello se conocen como ""modifica-
ciones postraduccionales™: son regu-
ladas y sélo en el caso de llevarse a
cabo adecuadamente la proteina sera
funcional y la expresién del gen se
hara evidente.

LOS GENES

PROCESAMIENTO DIFERENCIAL DEL pre-ARNm

A partir de un Unico pre-ARNm -
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MODIFICACION DIFERENCIAL DE PROTEINAS

Para activarse o desactivarse, una proteina debe incorporar un grupo fosfato,

acetato, azlcares o fragmentarse.

Traduccion

Modificacion postraduccional
R o~

Protedlisis

»% Glucosilacion
-—>

*‘9 Fosforilacién

¢QUE ES UN GEN?

Segun el contexto en que se anali-
za, un gen puede ser definido de
diferentes maneras. Desde el punto
de vista mendeliano, un gen es una
unidad de herencia que determina
una caracteristica fenotipica. De
acuerdo con la teorfa cromosémica
de la herencia, es posible asignar
cada uno de los genes de un orga-
nismo a un locus especifico en los
cromosomas, por lo que algunas
veces se usa el termino locus como
sinénimo de gen. La biologia celular
define gen como una unidad de
informacién determinada por una
secuencia especifica de nucleotidos
que se halla en un sitio particular de
un cromosoma. Todas estas defini-

ciones son Utiles, pero no abordan
el aspecto funcional.

En 1909, el fisico britanico
Archibald Garrod fue el primero en
sugerir que los genes dictan los
fenotipos por medio de enzimas
gue catalizan procesos quimicos
especificos en una célula. Poste-
riormente, en 1940, Tatum sugirio
entonces la hipétesis un gen: una
enzima. Para explicar el origen de
las proteinas que no son enzimas y
las formadas por mas de un tipo de
unidad, fue necesario adoptar una
expresion mas exacta y global de lo
gue es un geny asi se propuso la
hipétesis un gen: un polipéptido.
Aun esta definicion debe ser refina-
day ampliada. Por un lado, la
mayoria de los genes eucariotas
contienen intrones que pueden ser

procesados de manera regulada
mediante splicing alternativo; por
otro lado, existen largas porciones
de esos genes que no poseen un
segmento correspondiente a un poli-
péptido —por ejemplo, las regiones
5"y 3' UTR, la cola de poli(A)-.
También es aceptado que las regio-
nes promotoras y las secuencias
reguladoras, que no son transcriptas
a ARN, son parte de un gen funcio-
nal ya que deben estar presentes
para que ocurra la transcripcion.
Ademas, una definicién molecular
deberia ser lo suficientemente amplia
como para incluir el ADN que lleva la
informacion para sintetizar ribozi-
mas, ARNr, ARNt y snARN. Una defi-
nicion mas adecuada de gen seria
'una region del ADN requerida para
la sintesis de un ARN funcional™.
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EPISTEMOLOGIA
Agustin Aduriz-Bravo

Al inicio del fasciculo se mencionan
dos enunciados de la biologia
molecular de diferente naturaleza:
la hipotesis semiconservativa y el
dogma central. En primer lugar
tenemos la hipétesis, que es, desde
su sentido mas literal, una suposi-
cion o conjetura: un enunciado
provisorio que tiene la capacidad
de ser sometido a pruebas empiri-
cas mediante la observacion, la
experimentacion u otro tipo de
intervenciones sobre el mundo.

El conjunto de pruebas empiricas
gue atraviesa una hipotesis se
conoce como contrastacion; la con-
trastacion de una hipétesis admite
dos resultados extremos y muchos
""grises" intermedios. Esos resulta-
dos extremos son la validacion, que
significa que la hipotesis pasa la
prueba con éxito y es aceptada pro-
visionalmente para seguir avanzan-
do en la investigacion cientifica, y la
refutacion, que refiere a que la

hip6tesis no soporta las pruebas y
es descartada totalmente como
erronea. Los puntos intermedios
entre estas dos posturas, que son
muy frecuentes en las ciencias
naturales, incluyen intervenciones
no totalmente concluyentes, inter-
pretaciones provisionales de los
datos o validaciones parciales.

Antiguamente se hablaba de
"verificacion" o de "‘comproba-
cion' de una hipétesis, queriendo
significar que los datos empiricos
pueden proporcionar una base
segura e incuestionable para los
enunciados de la ciencia, y que de
ellos cabe decir que son "'verda-
deros™. Pero la historia de la cien-
cia nos ha mostrado que esta es
una mirada epistemologica inge-
nua. Los resultados de la ciencia,
por su naturaleza, son siempre
provisorios, perfectibles y sujetos
arevision y critica.

Buena parte de la provisoriedad
de la ciencia se debe a la impor-
tante carga tedrica que posee la
exploracién del mundo natural;
esta esta mediada por las ideas,

las finalidades, los métodos y los
valores de los cientificos. Con un
cambio en cualquiera de todos
esos elementos se pueden intro-
ducir modificaciones en el conoci-
miento cientifico "establecido".
Esta idea queda ilustrada en la
plagueta final que recorre los
diferentes sentidos que se dio al
concepto de gen alo largo de la
historia de la biologia.

En segundo lugar, se menciona
en el fasciculo un dogma, que
también podriamos llamar princi-
pio o axioma. Este tipo de enun-
ciado es mucho mas fundamental,
abstracto y estructurante que las
hipétesis. No significa esto que no

pueda ser reemplazado en la histo-

ria de la ciencia, sino que un prin-
cipio participa del ndcleo de una
teoria, dando sentido a muchisi-
mos modelos enlazados entre si.
Por tanto, un cuestionamiento a
los principios cientificos asume la
forma de una auténtica *'revolu-
cion™, en la cual muchos elemen-
tos de la ciencia son alterados pro-
fundamente. Se puede producir,

incluso, lo que llamariamos un
""cambio de paradigma", es decir,
una nueva eleccion de presupues-
tos tedricos y metodoldgicos.

Ahora bien, todos los enuncia-
dos de la ciencia (hipétesis, dog-
mas y muchos otros a los que no
daremos nombres especificos),
independientemente de las dife-
rencias en su grado de validacion,
son luego puestos en marcha para
seguir avanzando y, al mismo tiem-
po, quedan sujetos a constante
refinamiento, revision y critica. Esto
se puede ver muy bien en el
fasciculo, en donde enunciados
maés establecidos coexisten con
nuevos hallazgos que son hoy
objeto de investigacion "'puntera™.

El estilo del texto cientifico,
como hemos comentado en otro
fasciculo, parece dar estatuto de
""descripcion verdadera' a todas
sus afirmaciones. Esta es una carac-
teristica retdrica de las ciencias, que
cae lejos de la propia metodologia
autocorrectiva y revisionista que
ellas tienen, basada en el uso de los
modelos y las inferencias.
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