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De que se trata este libro,
sus inspiradores y
dos advertencias preliminares

Este libro trata de los premios Nobel de Medicina o Fisiologia. Pero no de
todos: solo de aquellos en los que las investigaciones galardonadas se llevaron
a cabo usando animales de laboratorio.

El propésito inicial era dar al eventual lector una idea de quienes son esos
animales, como es su vida dentro y fuera del laboratorio, porqué fueron elegi-
dos y qué se descubri6 gracias a ellos. Pero, a poco de comenzar a recopilar la
informacidén necesaria, la vida de los cientificos, que son en definitiva los que
recibieron el premio, gané relevancia. Sus aventuras, en el convulso siglo XX,
y como, cuando y porqué se produjo el encuentro con “su” animal, fueron un
segundo tema a tratar.

iY hubo un tercero! Todos los trabajos de los premiados fueron el dltimo
eslabon de una cadena de investigadores que los precedieron. Entonces, tam-
bién describo aqui algunas de sus historias y sus logros. Algunas veces hay que
remontarse a 100 afios atras, otras no tanto, aunque si se escarba mucho se
puede llegar a los antiguos griegos. Como pasa con casi cualquier actividad
intelectual, ellos fueron el primer eslabon!

En conclusion, el libro trata de los animales, los premiados y sus predece-
sores. jEspero que no sea demasiado!



Los bichos que ganaron el Premio Nobel

La idea de escribirlo surgié de la temprana lectura de “Diez pequefios com-
pafieros de casa’, una breve obra que explicaba las caracteristicas de un con-
junto de animales de bastante mala fama que comparten la vivienda con el ser
humano, como la mosca, el mosquito o el piojo, entre otros. Publicado por
primera vez en castellano en 1966 por EUDEBA, la Editorial Universitaria de
Buenos Aires, se trataba de la traduccién del aleman de un libro de 1940 cuyo
autor fue el zodlogo austriaco Karl von Frisch.

Por otra parte, las vidas académicas y personales de muchos de los cien-
tificos premiados y sus “antepasados intelectuales” tienen detalles interesan-
tes, a veces dramaticos o incluso trégicos, que los humanizan y merecen ser
contados. Quizas asi se pueda demostrar, al hipotético y desprevenido lector,
que muchos de esos sefiores y sefioras tan serios son, en el fondo, seres de
carne y hueso. Y aqui también debo reconocer una segunda fuente libresca de
inspiracion: “Una historia sentimental de las ciencias’, del fisico y divulgador
cientifico Nicolds Witkowski.

El autor
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Los animales de laboratorio

Los premios Nobel de Medicina o Fisiologia, que de ahora en adelante
llamaré “los Nobel”, fueron concedidos 113 veces entre 1901 y 2022. No se
entregaron entre 1915 y 1918 (a causa de la Primera Guerra Mundial), en
1921y 1925 (en esos afos se declard desierto) y entre 1940 y 1942 (por la
ocupacion de Noruega durante la Segunda Guerra Mundial). Lo recibieron
225 individuos: 213 hombres y 12 mujeres que provenian de 29 paises (99 de
ellos, poco menos de la mitad, de Estados Unidos)

Toda esta gente pertenece a la misma especie animal: Homo sapiens.
Varios de ellos llevaron a sus laboratorios individuos de otras especies de
distinto tamafo y forma, para ser usados en sus experimentos. Incluso, a
veces, los criaron cuidadosamente y los mantuvieron durante muchas ge-
neraciones. Y en algunas oportunidades esos bichos fueron homenajeados
en la solemne ceremonia de Estocolmo: el neurobidlogo Eric Kandel, que
recibi6 el premio en 2000, presentd a “su” liebre de mar Aplysia californica
como un animal hermoso y talentoso, e ilustré esa parte de su conferencia
con una imagen de la babosa con la medalla del Nobel colgando del cuello. Y
el bidlogo molecular Sydney Brenner declaré en su discurso oficial de 2002,
con su caracteristico sentido del humor, que: “sin duda, el cuarto ganador
del Nobel este ano es Caenohabditis elegans; él merece todo el honor pero,
por supuesto, no podra compartir la recompensa monetaria”. jCaenohabditis
elegans es un gusanito microscépico!



Los bichos que ganaron el Premio Nobel

A cada animal le corresponde un capitulo y sera presentado con su nom-
bre vulgar y su nombre cientifico. Por eso es necesaria la siguiente aclara-
cion.

Los nombres de los bichos

Unas pocas especies animales, por ejemplo las que Homo sapiens ha do-
mesticado, como el perro, el gato, el caballo, la vaca, el cerdo y el gallo, tienen
un “nombre vulgar” muy preciso que no ofrece lugar a dudas. Pero la mayoria
de ellas (son millones) tienen nombres vulgares muy generales como ballena,
elefante, mosca, gusano, o estrella de mar. Esas palabras designan desde 2 hasta
muchas especies. Ademas, todos los nombres vulgares varian en los distintos
idiomas.

Por la confusidn que eso genera, el naturalista sueco Carl Nilsson Linnaeus
(Linneo para los amigos que hablan castellano) creo, en el siglo XVIII, un sis-
tema de nomenclatura cientifica de caracter universal llamado binomial: cada
especie tiene un nombre en latin compuesto por dos palabras, como es el caso
de Homo sapiens. La primera, escrita con mayuscula es el nombre genérico y
equivale a un sustantivo; la segunda, escrita con minuscula equivale a un ad-
jetivo. La costumbre editorial, en ciencia, es que ese nombre se presente con
el tipo de letra llamado cursiva o italica. Puede haber un género con varias o
incluso muchas especies. El género Homo tiene una sola especie viviente pero
varias extinguidas que se conocen por sus restos fosiles. Por ultimo la nomen-
clatura binomial actual incluye al final el nombre del descubridor o del prime-
ro en nombrar la especie con este sistema linneano, y la fecha en que publicé
su trabajo. Entonces, el nombre cientifico completo de la especie humana es
Homo sapiens Linnaeus 1758.

Los nombres de muchas especies han ido cambiando a medida que se des-
cubrian nuevas relaciones entre las mismas y se corregian errores y duplicacio-
nes. Esos cambios complican la vida, sobre todo de los que no son especialis-
tas, pero son inevitables. {Y necesarios! Una de las claves para un experimento
correcto es disminuir el nimero de variables; en ese caso usar siempre la mis-
ma especie y no confundirla con otra. Cuando cambia de nombre, el autor
original de la especie va entre paréntesis.

Mucho mas tarde la idea de especie llegé a tener un significado bioldgico,
englobando a todos los individuos que pueden reproducirse entre si y dar ori-
gen a una descendencia fértil. Pero eso vale solo para aquellas que se repro-
ducen por medio del encuentro entre dos sexos. La mayoria de los animales,
pero no todos, tienen esa costumbre. A veces dos especies de un mismo género
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pueden reproducirse entre si, dando origen a un hibrido que, generalmente, es
estéril. Finalmente, hay variaciones dentro de una misma especie que, cuando
alcanzan cierto nivel de diferenciacion, se denominan subespecies.

Organismos modelo

Schack August Steenberg Krogh, més conocido como August Krogh, fue
un fisiélogo danés que recibid el Nobel en 1920 por sus investigaciones so-
bre la fisiologia de la respiracion y el intercambio de gases. Para llevarlas a
cabo usoé ranas, cobayos, gatos, perros y caballos. Krogh formul6 un famoso
principio cuando escribi6é en 1929 (p. 247) que “para un gran numero de
problemas habra un animal de eleccién, o unos pocos de esos animales, con
los que se pueda estudiar de la manera mas conveniente”'. Todos esos anima-
les pertenecen a una categoria de seres vivos que se denominan “organismos
modelo”, junto a algunas bacterias, protozoos, hongos y plantas. Con ellos se
ha logrado la mayor parte del conocimiento sobre la biologia en general y la
humana en particular (esta tltima no podria estudiarse de otra forma por
razones éticas y practicas).

Algunos han sido utilizados para investigar sobre uno o pocos asuntos, como
el calamar o la liebre de mar, o para comparaciones. Otros, un selecto grupo que
incluye el raton, el pollo, algunos anfibios, la mosca Drosophila melanogaster'y el
gusano Caenorhabditis elegans, en cambio, son los que comparten con mas fre-
cuencia la vida de los cientificos en su lugar de trabajo. Las especies que integran
este grupo exclusivo tienen una serie de propiedades tales como:

« tardan poco tiempo en alcanzar la capacidad de reproducirse,

« al hacerlo producen grandes nimeros de descendientes de un tamafo
relativamente chico, de modo que no ocupan tanto espacio,

« son poco exigentes en cuanto a sus requisitos vitales como la alimenta-
cion y el habitat y

o la endogamia (cruza entre parientes cercanos) no tiene muchas conse-
cuencias negativas.

1 Krogh, A. (1929). The progress of physiology. American Journal of Physiology 90:243-251.

11
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Esto ultimo quiere decir que es posible criarlos como clones, de modo de
disminuir al maximo la variacién genética® entre individuos que complica mu-
cho la interpretacion de los resultados de los experimentos.

Del conjunto de animales usados como organismos modelo he elegido 8.
Algunos son los mas “populares”, otros no tanto. Pero el conjunto asegura un
cierto grado de representacion de la diversidad zoolégica. El orden en que se-
ran presentados es tal que empieza con los animales que son mas préximos de
los humanos en el “arbol filogenético” (Figura 1). Se trata una representacion
que se parece un poco a un arbol genealdgico en el cual el ancestro mas anti-
guo de una familia se encuentra en el tronco y los ultimos descendientes en las
ramas mas altas. En el caso de los seres vivos, es el resultado de la evolucion
y fue descripto por Charles Darwin en 1872 (p. 170-171)% con una hermosa
metafora que incluye la diferencia entre las ramas secas del arbol (los seres
extintos) y las florecidas (los sobrevivientes actuales).

Los capitulos son:

o el ratén doméstico

« el pollo (yla gallina y el gallo)

o varias especies de anfibios

o varias especies de erizos de mar
o varias especies de calamares

o laliebre de mar

o lamosca dela fruta

« el gusanito de Sydney Brenner

Y el arbol filogenético que los incluye es el siguiente (Figura 1):

2 Alolargo del texto aparecera la palabra clon, que el Diccionario de la Real Academia Es-
panola (en adelante, RAE) define como “Conjunto de células u organismos genéticamente
idénticos, originado por reproduccion asexual a partir de una unica célula u organismo o
por divisién artificial de estados embrionarios iniciales”. Deriva del griego klon = retofio o
rama’ Y también aparecerd una familia de palabras derivada de gen. Gen proviene del grie-
go génos = raza, linaje o prole y de alli deriva genética (sustantivo -la disciplina- y adjetivo,
génica (adjetivo), genoma y genémica (ambos sustantivos).

3 Darwin, C. (1872) . The origin of species by means of natural selection, or the preservation
of favoured races in the struggle for life. London: Murray. 6th ed.: 1-458. http://darwin-on-
line.org.uk/content/frameset?itemID=F391&viewtype=text&pageseq=1
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Figura 1. Arbol filogenético de los animales muy simplificado.

El eje vertical representa el tiempo, la actualidad corresponde al extremo superior; el eje
horizontal ilustra cuan lejanos son nuestros “parientes” (evolutivamente hablando), los mas
proximos, mas cerca.

De derecha a izquierda, en la linea superior, estan representados los siguientes animales:
raton, Homo sapiens, gallina, rana, erizo de mar, calamar, liebre de mar, mosca de la fruta,
gusano nematodo, medusa y esponja.

Los animales que corresponden a cada capitulo estan en extremo de lineas continuas, los 3
restantes (Homo sapiens, las medusas y las esponjas) en lineas de trazos.

Los circulos representan el ancestro comun de dos linajes; el sefialado con la letra A
corresponde al ancestro comun de todos los animales, que vivié hace mas de 500 millones
de afios y el sefialado con la B, al ancestro comin de humanos y ratones.

13






Capitulo 1

Antes de empezar con los bichos

Enanos, gigantes y castells

Bernard de Chartres fue un fildsofo del siglo XII que desempené distintas
funciones en la magnifica catedral de esa ciudad francesa. Quizas su contri-
buciéon mas famosa a la historia de la ciencia fue una cita que le atribuy6 su
discipulo, y obispo de Chartres, Jean de Salisbury:

“Decia Bernardo de Chartres que somos como enanos a los hombros
de gigantes. Podemos ver mds, y mds lejos que ellos, no por la agudeza
de nuestra vista ni por la altura de nuestro cuerpo, sino porque somos
levantados por su gran altura”.

Sin embargo, la cita se suele atribuir, erroneamente, al gran fisico Isaac
Newton que, en una carta remitida en 1676 a Robert Hooke', escribio:

“Si he visto mds lejos es porque estoy sentado sobre los hombros de
gigantes’.

1  Disponible en https://digitallibrary.hsp.org/index.php/Detail/objects/9792
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La frase de Bernard, o la de Newton, no importa cual, sirve como una me-
tafora que describe el hecho de encontrar una verdad a partir de descubri-
mientos previos. Y es también un homenaje a algunos individuos que vivieron
en Europa antes que existiera el Nobel. Sus aportes establecieron las bases de
la biologia de los siglo XX y XXI, en cuanto a conceptos y los términos que los
designan. La denominacion de gigantes, claro, no debe ser tomada en forma
literal, ni en cuestiones de tamafo o genio. Pero sirve para resaltar que su tra-
bajo tenaz fue llevado a cabo mediante los procedimientos comparativamente
simples o incluso precarios que tenian disponibles. Esto ultimo, en mi opinidn,
es lo que los haria gigantes.

En la actualidad la metéfora de los enanos y gigantes luce “politicamente
incorrecta”. Propongo una nueva version para ilustrar la naturaleza colaborati-
vay episddica de la ciencia: los “castells”, torres humanas erigidas en fiestas de
Catalufa por grupos de aficionados especializados.

Con esta imagen en mente, he concebido este capitulo. Pretende ser un
esbozo de algunos momentos de la historia de la biologia. Aunque no es mi es-
pecialidad (lo son los bichos), me tomo el atrevimiento de invadir ese campo.
Me resulto necesario y, ademads, divertido hacerlo.

En primer lugar, me referiré a aquellos individuos que vivieron antes de la
existencia de los Nobel y al concepto de “organismos modelo”. Serian los ubica-
dos en la base de la torre y los primeros pisos (;0 los gigantes?). Ellos, ademas
de sus aportes al conocimiento de la vida, inventaron muchos de los términos
usuales en biologia*’. La cuspide de la torre seria el que recibi6 el Nobel y su
bicho de eleccion.

Y en segundo término, la secuencia de descubrimientos y descubridores
que condujeron a una de las abreviaturas mas populares del momento: ADN.
Algunos también recibieron el premio, pero no usaron bichos. A menos que
llamemos bichos a sus microscopicos organismos modelo (virus y bacterias),
como es bastante usual entre los no especialistas®.

2 Siempre tuve curiosidad por el origen de las palabras, la etimologia y pido perdén por abu-
sar de este asunto. Jorge Luis Borges considerd entre “Esas personas, que se ignoran, estan
salvando el mundo” a “El que descubre con placer una etimologia” Asi, de paso, rindo
homenaje, al poeta y a los etimdlogos.

3 La propia palabra biologia, en el sentido actual, aparecié en 1799. El registro corresponde
a Contributions to physical and medical knowledge, principally from the West of England,
collected by Thomas Beddoes, M.D. Paternoster-Row, London: printed by Biggs & Cottle,
for T. N. Longman and O. Rees. 1799. (p. 4).

4  Elequivalente en inglés de bicho es bug. Bug se refiere a especificamente a las chinches y otros
insectos pequefios como los piojos pero, en una segunda acepcion, también a bacterias o virus.
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1. Antes de empezar con los bichos

Células, nacleos y cromosomas

Para comenzar ;Quien fue ese tal Robert Hooke?

Hooke, el corresponsal de Newton, fue considerado uno de los cientificos
experimentales mas importantes de su tiempo. Estaba interesado en innume-
rables ramas del saber que le valieron el nombre de “Leonardo Inglés”. En 1665
publicé el libro Micrographia, en el que describié sus observaciones microsco-
picas y telescopicas con el afiadido de detallados dibujos. Este libro contiene
por primera vez la palabra cell (célula) que proviene del latin celle y que sig-
nifica celda (por ejemplo, la de los presos, de los monjes y de los panales de
las abejas). La us6 para designar una estructura que se repite regularmente
en el corcho, formada por poros llenos de aire. La idea de estructuras vacias
subsistié un largo tiempo y aun hoy esta presente en palabras que llevan el
prefijo cytos, que en griego significa lugar vacio, como citologia (la disciplina
dedicada al estudio de la célula). En realidad, Hooke habia visualizado las pa-
redes celuldsicas de las células vegetales, Sin embargo, él imagind que habia
estructuras internas dentro de esas paredes que podria descubrir “algun ob-
servador cuidadoso si es ayudado por mejores microscopios”. La confusion
sobre la definicion de célula persistié hasta el descubrimiento de que las células
animales carecen de esa pared (Baker, 1988)°. En consecuencia el médico y
zodlogo aleman Franz von Leydig definié la célula en 1857 como una sustancia
blanda que contiene un ntcleo definido y esta rodeada por una membrana.®’

Durante el siglo XIX, investigadores europeos establecieron los principios
de lo que hoy se llama biologia celular. El médico francés Marie Fran¢ois Xa-
vier Bichat demostrd, alrededor de 1800, que varios drganos de los animales
estaban formados por partes de diferente aspecto, a los que llamé “tejidos”
En la década de 1830, el aleman Theodor Schwann demostré que los tejidos
animales (al igual que en las plantas, tal como habia dicho su colega Matthias
Jakob Schleiden poco antes) estan formados por células. Ademas, el botanico
escocés Robert Brown habia descubierto que todas las células vegetales presen-
taban una mancha oscura en su interior que llamé areola o nucleo, aunque no
sugirio su funcion. El nicleo ya habia sido mencionado en el siglo XVII por un
comerciante holandés aficionado a la dptica llamado Antonie van Leeuwen-
hoek en los glébulos rojos del salmén. La gran mayoria de las células animales

5  Baker,J.R., (1988). The Cell Theory. A Restatement, History and Critique. Garland Publishing
, New York en Wayne, R. (2009). Plant cell biolog, Academic Press, Burlington, USA, 531 pag.

La palabra membrana ya existe en latin en el sentido de piel delgada y también pergamino.

Leydig, E, (1857). Lehrbuch der Histologie des Menschen und der Thiere. Meidinger, Frank-
fur en Wayne, R. (2009). Plant cell biolog, Academic Press, Burlington, USA, 531 pag.
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tienen nucleo; una excepcion son los globulos rojos de los mamiferos que al
madurar lo pierden (ja diferencia de los peces que lo conservan!).

El boténico suizo Karl Wilhelm von Nigeli llevo a cabo en 1844 experi-
mentos en los que colocaba células vegetales en soluciones® con distintas con-
centraciones y llegé a la conclusion, al mismo tiempo que su colega aleman
Nathaniel Pringsheim, que el limite de las células debia ser una membrana
con distinta permeabilidad para diferentes solutos. A mediados de el siglo XIX
se empezaron a usar tinturas sintéticas en las preparaciones destinadas a ob-
servarse al microscopio y se observo que las diferentes partes de las células se
tefiian con pigmentos especificos. Otro botanico aleman, Wilhelm Friedrich
Philipp Pfeffer, usé diferentes tinciones para comprender la naturaleza de esas
membranas e invento, en 1877, el término membrana plasmatica para enfati-
zar su permeabilidad diferencial.

La sustancia que existe entre el nucleo y la membrana fue bautizada como
citoplasma por el anatomista, embridlogo, fisiélogo, zodlogo y botanico sui-
zo Rudolph Albert von Kolliker en la década de 1860, combinando el prefijo
cytos con la palabra griega plasma (materia modelable), que proviene del verbo
plassein, que significa modelar. El mismo Kolliker, entre 1880 y 1888, anot6 la
presencia de unos granulos en células musculares de insectos y llegé incluso a
la conclusion de que presentaban membrana. En 1884 también fueron obser-
vados por el patdlogo e histélogo aleman Richard Altmann, quien mas tarde
las describié como “elementary organisms’, posiblemente parasitos. El nombre
de mitocondria con el que se lo conoce hoy se debe al médico aleman Carl
Benda. Este fue unos de los primeros microbidlogos en estudiar la estructura
interna de las células y en 1889 denomind asi a unos granulos que aparecian
con gran brillo con ciertas tinciones, formando cadenas’. Las mitocondrias y
todas las estructuras del interior de la célula que se fueron descubriendo lue-
go, como el sistema de Golgi (descubierto por el italiano Bartolomeo Camillo
Emilio Golgi, més conocido como Camillo Golgi, Nobel de Medicina de 1906
como veremos luego), el reticulo endoplasmatico, las vacuolas, y otros, se de-
nominan actualmente organulos.

8  Una solucion es una mezcla de dos o mas sustancias quimicas que tiene dos componentes:
un soluto (el que es disuelto en el otro) y un solvente (que disuelve al soluto). En el caso del
azucar disuelto en agua, el aztcar es el soluto y el agua es el solvente. La concentracion de
una solucion nos indica la cantidad de soluto presente en una cantidad de solucién. Una
membrana permeable que separa dos soluciones de distinta concentracién puede (o no)
ser atravesada por el soluto y eso depende de su tamafio y del de los poros de la membrana

9  Por ello los bautiz6 con los términos griegos mitos = tejido, originalmente hilo y chondrion
= granos pequenos.
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La division de una célula en dos, cada una con su nucleo, fue observada en
la primera mitad del siglo en algas y otros vegetales. Hacia 1873 ya habia sido
visualizada en tejidos de rana, conejo y gato y nematodos, esto ultimo por par-
te del zoologo aleman Otto Biitschli. El ya mencionado Karl Wilhelm von N&-
geli describi6 en 1842 unos gruesos filamentos que se observaban cuando las
células de las plantas se dividian. Por otra parte, Eduard Strasburger, botanico
aleman nacido en Varsovia (Polonia), autor de un tratado sobre la ciencia de
las plantas que sigue en uso luego de 100 afios, estudid los procesos de division
celular en organismos uni y multinucleados animales y vegetales. En particu-
lar, los cambios de esos filamentos y, a partir de ellos, bautiz6 en 1875 las fases
de la division celular con los nombres que atn llevan.

El médico aleman Walther Flemming descubri6é en 1878 que se podian
teflir unas estructuras existentes en el interior del ntcleo que parecian una
marafia de fibras. La llamo cromatina. Las células morian al tefiirse pero en
una preparacion las encontré en diferentes etapas de crecimiento y division.
Asi relacion6 la cromatina con los filamentos de Strasburger que fueron de-
nominados cromosomas por el anatomista y patélogo aleman Wilhelm von
Waldeyer-Hartz en 1889'°.

El material biolégico que usé Flemming para estudiar la mitosis en vivo
y en preparaciones coloreadas fueron las branquias y las aletas de salaman-
dras debido al gran tamano de sus cromosomas. Sin embargo, no alcanzé a
ver como ellos se separaban en mitades idénticas antes de distribuirse en los
“nucleos hijos” El fue quien denominé en 1882 a todo el proceso de cambios
nucleares con el nombre de mitosis''. Flemming es considerado el fundador
de la citogenética, la especialidad que se abocd al estudio de los cromosomas,
aunque la relacion entre cromosomas y genes se establecié mas adelante.

En 1887 el zodlogo, citélogo, embridlogo y bidlogo marino belga Eduard
Van Beneden cont6 el nimero de cromosomas de células de diferentes espe-
cies y concluy6 que cada una de ellas tiene un numero constante y caracte-
ristico. También descubrié que los espermatozoides y los dvulos (que son las
llamadas células germinales o gametas) tienen la mitad de cromosomas que las
células de los tejidos no vinculados con la reproduccion (las “células somati-
cas”)'2 Por consiguiente dedujo que al unirse en la fecundacion para formar la

10 Cromosomas significa literalmente “cuerpos coloreados”: en griego khréma = color v séma
= cuerpo.

11 Mitosis viene del griego mitos =hilo y el sufijo -osis = formacion, impulso o conversion

12 Hamoir, G. (1992). The discovery of meiosis by E. Van Beneden, a breakthrough in the
morphological phase of heredity. International Journal of Developmental Biology 36: 9-15.

19



Los bichos que ganaron el Premio Nobel

primera célula del nuevo animal (llamada desde entonces cigoto'’), se recupe-
raba el numero original de cromosomas. El describié el proceso de reduccién
del nimero de cromosomas en la formacién de los gametos en el gran gusano
nematodo Parascaris equorum en 1883.

El mecanismo involucrado fue aclarado en detalle por el gran bidlogo y
evolucionista aleman August Weismann en 1890 y su compatriota, el botanico
Friedrich August Kornicke, le dié en 1905 el nombre actual de meiosis'. El
aporte mds conocido de Weismann es su hipdtesis de la continuidad de las cé-
lulas germinales entre generaciones por oposicion a las células somaticas que
desaparecen al morir sus duenos.

Espermatozoides, dvulos y embriones

El holandés Anton van Leeuwenhoek y Nicolas Hartsoeker, un fisico y ma-
tematico de su misma nacionalidad, habian descubierto los espermatozoides en
1678. El primero pens6 inicialmente que eran animales parésitos del semen y
de alli su nombre', pero después creyé que cada uno tenia un embrion prefor-
mado; el segundo es creador de un famoso dibujo en el que se ve ese embrion,
llamado “homunculo”. La idea del parasitismo fue retomada en el siguiente siglo,
incluso por un gran naturalista: el sacerdote italiano Lazzaro Spallanzani.

Con mejores lentes, el francés Jean-Baptiste Dumas, uno de los fundadores
de la quimica organica, y el fisidlogo suizo Jean-Louis Prévost observaron en
1824 espermatozoides en animales adultos de distintas especies, pero no en
inmaduros, ancianos, o estériles (como los mulos). Vieron que eran produci-
dos en los testiculos, y que luego de penetrar la mucosidad que rodea al 6vulo,
se ponian en contacto estrecho con el mismo. En 1827, Karl Ernst von Baer, el
“padre de la embriologia” establecid la naturaleza celular del évulo en el inte-
rior del foliculo ovarico de los mamiferos.

Schwann, por su parte, habia sugerido que 6vulos y espermatozoides eran
células. Poco después, el ya dos veces mencionado Kolliker describié el desa-
rrollo de los espermatozoides dentro de los testiculos, descartando definitiva-
mente la idea del supuesto parasitismo. Sin embargo, sostuvo que los esper-
matozoides no tenian contacto fisico con el 6vulo y que solo excitaban a estos
ultimos, iniciando asi el desarrollo del embrion. La hipdtesis de Schwann fue

13 Cigoto viene del griego zygotds = uncido, unido y deriva de zygoiin = uncir, unir.
14 Meiosis viene del griego meion = menos y osis.

15 Espermatozoide viene del griego spérma, -atos = semilla y zéion = animal, o sea: animales
de las “semillas”
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finalmente confirmada por el aleman Karl Gegenbaur en 1861, quien demos-
tré que el huevo, incluso de las aves, es una célula. En realidad, en este ultimo
caso se referia a la yema. El 6vulo de una dinosauria debe haber sido una de las
células animales mas grandes que haya existido.

Controversias sobre los embriones

El “homunculo” visualizado en la Holanda del siglo XVII fue la representa-
cién de una de las dos teorias que trataron de explicar el origen de un embridn:
la preformacion. En pocas palabras, se trata de que el embridn existe en las
células reproductivas de la generacion anterior, ya sea en el espermatozoide
(como dibuj6 Hartsoeker) o en el 6vulo; o sea, habia una sub-teoria “machista”
y otra “feminista”. Pero en cualquiera de las dos, solo es necesario que el nuevo
ser se “desarrolle”, lo cual es una manera de decir que se desenrolle.

La teoria opuesta se basaba en la dificultad de hallar ese embrién preforma-
do (pocos creyeron en la existencia del homunculo) y proponia que el embrién
surgia de estructuras indiferenciadas: la epigénesis. Esa palabra, que significa
“a continuacion del origen”, cobrd relevancia a partir de las observaciones del
fisidlogo aleman Caspar Fiedrich Wolff, primero en plantas (en 1759) y luego
en animales.

Hacia fines del siglo XIX surgi6 una controversia adicional, relacionada
con la anterior. Algunos zodlogos observaron que si se dividia un embrién
de dos células, una sola de ellas podia originar un organismo completo; otros
que cada una de las dos podia hacerlo. Entonces habia dos tipos de desarro-
llo: uno rigido, llamado “en mosaico” y otro mas flexible, llamado “de regula-
cién”. En cierta forma, éstos se vinculan con la preformacion y la epigénesis,
respectivamente. Los dos tipos de desarrollo se estudiaron principalmente
(pero no solo) en dos de los organismos modelos que analizaré en sendos
capitulos: anfibios y erizos de mar.

La interpretacion actual del desarrollo es una sintesis de ambas teorias.
iPero eso es otro asunto!

Genes, desarrollo y evolucion

En 1859 se publico la primera edicidn del libro “El origen de las especies
por medio de la seleccion natural, o la preservacion de las razas favorecidas
en la lucha por la vida” en el cual Charles Darwin present6 su teoria de la
evolucion bioldgica. Esa teoria tenfa aiin un aspecto no resuelto: ;como era
posible que los caracteres seleccionados por el ambiente sean heredados por
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la descendencia? Pocos afos después, tuvo lugar el nacimiento de la genéti-
ca, que iba a subsanar ese déficit. Gregor Mendel, un fraile y maestro que vi-
via en la Abadia de Santo Tomads, en Brno (antes llamado Briinn) en la actual
Republica Checa, es reconocido por sus investigaciones sobre la herencia de
caracteristicas morfologicas, especialmente en plantas. Presentd sus trabajos
en las reuniones de la Sociedad de Historia Natural de Brno en 1865, y los
publico posteriormente con el titulo (traducido) de “Experimentos sobre hi-
bridacion de plantas” en 1866. Alli propuso la existencia de unas unidades
de la herencia bioldgica que denominé “factores”. Sin embargo, su trabajo
permaneci6 relativamente ignorado durante mas de 30 afios y las razones
pueden ser varias. Se supone que una de ellas fue la falta de apoyo de von
Nigeli, una autoridad cientifica en ese momento, con el cual mantuvo una
intensa correspondencia. Y otra, quiza mas relevante, fue que los detalles de
la estructura y funcionamiento de las células se comenzaron a conocer recién
durante el ultimo tercio del siglo XIX.

Los trabajos de Mendel fueron “redescubiertos” recién en 1900 y uno de
los responsables fue el botanico holandés Hugo Marie de Vries, quien ade-
mas propuso la existencia de cambios heredables de los “factores” de Mendel.
A esos cambios los llamé mutaciones. Era entonces el momento de identi-
ficar la naturaleza material de los factores. En 1902 el citélogo (especialista
en células) norteamericano Walter S. Sutton anuncié que los cromosomas se
comportaban como los factores de la herencia propuestos por el fraile. Junto
a los descubrimientos del alemdn Theodor Heinrich Boveri sobre el com-
portamiento de los cromosomas en la division celular se establecié entonces
la teoria cromosomica de la herencia. La teoria de Sutton-Boveri permane-
ci6 controvertida hasta 1915 cuando los aportes de Thomas Hunt Morgan
le dieron sustento experimental. Volveré sobre estos ultimos tres biélogos
mas adelante al tratar de erizos de mar y moscas; incluso Morgan recibié el
el Nobel de 1933.

La comparacién del pequenio nimero de cromosomas y el gran nimero
de caracteres (y por lo tanto factores) hereditarios sugirié que cada cromo-
somas debia incluir muchos de esos factores, cada uno de los cuales controla
una caracteristica. Entretanto, la palabra gen acufiada en 1909 por el bota-
nico danés Wilhelm Ludwig Johannsen reemplazé al término mendeliano
“factor”.

Ahora quedaba por resolver cual era la estructura de los propios cromoso-
mas y su composicion quimica.
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ADN, microbios y Nobel

Esa tarea demandd medio siglo y es la historia del acido desoxirribonu-
cleico o, mas familiarmente, del ADN. El punto culminante tuvo lugar en
1953, cuando se publicé un breve articulo en la revista Nature en el que
se propuso un modelo para la estructura de esa “macromolécula’, conocido
como la “doble hélice”'®. O sea dos cadenas de moléculas paralelas y enrolla-
das en espiral. Los autores fueron el norteamericano James Watson y el bri-
tanico Francis Crick, ambos laureados con el Nobel en 1962 junto a Maurice
Wilkins. La contribucién clave a ese descubrimiento de la quimica inglesa
Rosalind Franklin no fue reconocida con el premio. Es interesante cono-
cer la “prehistoria” de las investigaciones sobre el ADN. La mayor parte de
los experimentos que precedieron al modelo de 1953 fueron llevados a cabo
usando bacterias, virus y levaduras como modelos experimentales. Pero al
comienzo hubo dos bichos verdaderos: un pez y un detalle poco elegante de
Homo sapiens.

El médico suizo Friedrich Miescher, luego de su graduacion, se mudo a Tii-
bingen, en Alemania, para trabajar en el laboratorio del bioquimico Felix Hop-
pe-Seyler. Su interés era investigar sobre los “ladrillos” con los que se construye
la vida. En particular, sobre otro tipo de macromolécula involucrada en todos
los procesos vitales: las proteinas'’. Ejemplos de proteinas son las enzimas, que
intervienen en las reacciones quimicas del metabolismo, los receptores de se-
fnales quimicas (por ejemplo de sefales en el cerebro), algunas hormonas y los
anticuerpos. La estructura molecular de las proteinas se puede describir como
largas cadenas formadas por la unién de 20 tipos distintos de unidades meno-
res (moléculas relativamente pequenas), los aminoacidos.

En 1869 Friedrich aislé una substancia gelatinosa a partir del nucleo de
glébulos blancos procedentes del pus que abundaba en una clinica cercana a
su lugar de trabajo. Eligié ese material porque era abundante y facil de con-
seguir. Ademas los glébulos blancos son células aisladas y tienen un ntcleo
grande que era posible separar del resto de los componentes celulares. Esa
substancia enigmatica diferia de las proteinas que también habia en el nticleo
por varias propiedades, entre ellas por ser rica en fosforo. Por su ubicacion la
llam¢é “nucleina” un término que aun subsiste en la denominacion del acido
desoxirribonucleico. El articulo en el que publicé su descubrimiento en 1871

16 Watson, J. D, Crick, F. H. C. (1953). Molecular structure of nucleic acids. Nature 171: 737-
738.

17 Dahm, Ralf. (2005). Friedrich Miescher and the discovery of DNA. Developmental Biolo-
gy 278: 274-288.

23



Los bichos que ganaron el Premio Nobel

tuvo un titulo poco atractivo: “Sobre la composicion quimica de las células
del pus™s.

Mas tarde obtuvo considerables cantidades de nucleina purisima a partir de
espermatozoides de salmdn. La ciudad natal de Friedrich, Basilea, estd ubicada
sobre el rio Rin; por alli pasaba la migracion anual de salmones (bautizado
por Linneo Salmo salar en 1758) hacia sus areas de reproducciéon®. La gran
industria del salmon proveyo de abundantes peces al investigador que, a partir
del871, comenzd a usar su esperma con el cual desarrollé numerosos y sofis-
ticados metodos de aislacion de nucleina. Ese fue quiza el momento en que
estuvo mas cerca de conocer su papel en los genes®.

Al comienzo de la década de 1880, el médico alemdn Ludwig Karl Martin
Leonhard Albrecht Kossel, mas conocido como Albrecht Kossel por razones
practicas, logro eliminar las proteinas asociadas con la nucleina y obtener por se-
parado los distintos tipos de bases nitrogenadas que son uno de los componentes
de la nucleina: adenina, citosina, guanina, timina y uracilo*. Kossel concluyé que
en ellos también estaba presente un azucar, pero no pudo precisar cudl. Por estos
trabajos, Kossel recibié el Nobel en 1910. El término acido nucleico fue creado en
1889 por Richard Altmann, el ya mencionado descubridor de las mitocondrias.
En ese momento, no se diferenciaba el ADN del ARN, el 4cido ribonucleico.

En la década de 1920, mientras sus vecinos neoyorkinos bailaban el char-
leston, un bioquimico nacido en Lituania y llamado (en su nuevo pais) Phoe-
bus Aaron Theodore Levene resolvié varios interrogantes sobre los acidos nu-
cleicos junto a sus colegas del Instituto Rockefeller de Investigaciones Médicas.
Asi se supo que habia dos tipos de moléculas formadas por un conjunto de
unidades (los nucleétidos), cada una de las cuales estaba formada por una de
4 bases nitrogenadas y una molécula de aztcar y unidas entre si por medio de
moléculas de fosfato (que incluyen dtomos de fosforo). Esos dos tipos son el
ADN yel ARN que difieren entre si en una de las 4 bases y el tipo de aztcar (ti-
mina versus uracilo y desoxiribosa versus ribosa, respectivamente). Los expe-
rimentos se realizaron con timo (ADN) y levadura (ARN) lo cual llevé al error
inicial de considerar al primero tipico de amimales y al segundo de vegetales.

18 Miescher, F. (1871). Ueber die chemische Zusammensetzung der Eiterzellen. Medici-
nisch-chemische Untersuchungen 4: 441-460.

19 Este pez desaparecio del rio Rin durante la primera mitad del siglo XX.

20 Alolargo de su extensa carrera cientifica, Miescher publicé solo 9 “papers” y unos pocos
manuscritos de sus conferencias. La mayor parte de sus resultados e ideas se conservan por
medio de cartas enviados a amigos y colegas.

21 Esas bases son moléculas formadas por atomos de carbono (4 o 5), hidrégeno (5 o 6),
nitrégeno (2 o 5) y oxigeno ( 0, 1 0 2) unidos y formando de anillos.
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En 1938 le lleg6 el turno a la biofisica de reemplazar a la bioquimica. William
Thomas Astbury (el primer cientifico que se definié como bidlogo molecular) y
Florence Ogilvy Bell %%, de Universidad de Leeds, en el Reino Unido, propusieron
que el ADN (todavia llamado acido timonucleico) debia de ser una de fibra perio-
dica, al encontrar un espaciado regular de los nucleétidos lo largo de la molécula®.

Los pasos siguientes se dieron con bacterias (organismos unicelulares en
los que el ADN no esta contenido en un nucleo limitado por una membrana) y
virus* (;organismos? compuestos de proteinas y acidos nucleicos, y capaces de
reproducirse solo en el seno de células vivas especificas, utilizando su metabo-
lismo). En 1944 se demostré en forma concluyente que el ADN es el material
con que estan constituidos los genes usando como modelo experimental una
bacteria: el neumococo. Los responsables fueron del canadiense residente en
Estados Unidos Oswald Avery y sus colaboradores Maclyn McCarty y Colin
MacLeod. Este trabajo fue descuidado por la Fundacién Nobel, que mas tarde
expreso su arrepentimiento publico por no haber concedido a Avery el Nobel.

En 1949, André Boivin y sus alumnos de la Facultad de Medicina de Stras-
bourg, Francia, Colette y Roger Vendrely descubrieron que el nucleo de las
células reproductivas contenia la mitad de ADN del de las demas células de
cuerpo, lo cual es paralelo a la reduccién del nimero de cromosomas en la
meiosis®.

Un afio después, Erwin Chargaff encontré que si bien la composicion las
bases del ADN varia entre especies, la proporcién de adenina y timina, asi
como la de citosina y guanina era constante®. Y en 1953, Rosalind Franklin
y Maurice Wilkins demostraron que el ADN tiene una estructura helicoidal
regularmente repetida usando analisis de rayos X.

22 La BBC describi6 a Florence Bell como, la “nueva dama oscura del ADN” que ayudé a
que comprendiéramos de qué estamos hechos (https://www.bbc.com/mundo/noti-
cias-60434089), quizas en relacion con Rosalind Franklin. Bell tenia entonces solo 24 anos.

23 Astbury, W. T.; Bell, E. O. (1938). X-Ray Study of Thymonucleic Acid. Nature 141 (3573):
747-748

24 Lapalabra virus la us6 por primera vez el holandés Martinus Beijerinck en 1898 para refe-
rirse a una sustancia infecciosa que atravesaba filtros que detenian las bacterias. Viene del
latin en el cual significa veneno.

25 Boivin, A,; Vendrely, R.; Vendrely C. (1948). The deoxyribonucleic acid of the cell nucleus,
which is responsible for hereditary characteristics; analytical arguments.Comptes Rendues
de la Academie de Sciences, 226 (13):1061-1063.

26 Vischer, E.; Chargaft, E.(1948).The Separation and Quantitative Estimation of Purines and
Pyrimidines in Minute Amounts. Journal of Biological Chemistry176: 703-714. Chargaff,
E.(1950). Chemical specificity of nucleic acids and mechanism of their enzymatic degra-
dation. Experientia 6: 201-209.
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Una vez publicado el famoso articulo de Watson y Crick, y el siguiente del
mismo afo en el cual introdujeron por primera vez el concepto de “informa-
cién genética’”’, comenzo una avalancha de investigaciones en la nueva disci-
plina: la biologia molecular. Entre las preguntas que surgieron se destacaron
las relativas a la funcion de los genes, en que consiste su “informacién” y como
se regula su actividad.

Conviene retroceder algo mas de una década. En 1941 los estadounidenses
George Wells Beadle y Edward Lawrie Tatum habian demostrado que cada gen
es responsable de la produccién de una enzima. Por ese descubrimiento reci-
bieron el proemio Nobel de 1958 junto a Joshua Lederberg. Por otra parte, en
1957, Matthew Meselson y Franklin Stahl demostraron que, cuando el ADN se
duplica, las dos cadenas de nucleétidos que lo forman se separan, sirviendo cada
una de ellas como plantilla para la sintesis de la cadena duplicada. La propiedad
de “autoreplicarse” del ADN, o sea de calcarse a si mismo en forma idéntica o
con algunas variaciones (mutaciones) explica la herencia entre generaciones y
seria el aspecto que le falté a Darwin en su teoria. Ademas, la existencia esos
pequeiios cambios del ADN hace que cada gen puede tener distintas formas que
originan variantes de una caracteristica del organismo. Es el fundamento de los
experimentos de Mendel. Esas distinas formas se llama alelos®.

En 1956 y 1957, Crick expuso sus ideas tedricas acerca de la funcién
de los genes, incluyendo una ilustracién que ahora es clasica en charlas y
conferencias. Recién la publicé en 1970%, cuando formalizé lo que llamé
“el dogma central de la biologia molecular” En ese momento, ya se co-
nocia la existencia de un ARN, el “ARN mensajero” (ARNm) que llevaba
la informacién desde los genes hasta los ribosomas®, donde se sintetizan
las proteinas® y que la secuencia de nucleétidos del ARNm determina la

27 Watson, J. D., Crick, E H. C. (1953). Genetical implications of the structure of deoxyribose
nucleic acid. Nature 171: 964-967.

28 Alelo viene, claro esta, del griego allélon = uno a otro, unos a otros.

29 Crick, E H. C. (1970). Central dogma of molecular biology. Nature 227: 561-563.

30 Los ribosomas son estructuras de las células formadas por ARN y proteinas, en los que
ocurre la sintesis proteica (la traduccion). Fueron observados por primera vez a mediados
de la década de 1950 por el bidlogo celular rumano-estadounidense George Emil Palade,
en células de ratas y pollos, usando un microscopio electrénico. Albert Claude, Christian
de Duve y Palade recibieron conjuntamente el Nobel de Fisiologia 0 Medicina en 1974 por
el descubrimiento de esas particulas y su separacion.

31 Brenner,S., Jacob, E, Meselson, M. (1961). An unstable intermediate for carrying informa-
tion from genes to ribosomes for protein synthesis. Nature 190: 576-581.
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secuencia de aminoacidos de la proteina por medio del codigo genético®
(Figura 2a). El modelo de Crick consiste en la existencia de un flujo de la
informacién genética desde el ADN hasta las proteinas, intermediado por
el ARNm?*.

La secuencia de unidades (nucleétidos) en la molécula de ADN contie-
ne la informacidn necesaria para la sintesis de acidos ribonucleicos, ademas
del ARNm: ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y otros.
Esa sintesis se llama transcripcion. Con la intermediaciéon del ARNm, ARNr
y ARNt, un gen dirige la sintesis de una cadena de aminoacidos que forma un
polipéptido. Esta cadena es el esqueleto de las proteinas y esa sintesis se llama
traduccion (Figura 2a).

Debo confesar, respetuosamente, que el uso de la palabra dogma en ciencia
no me parece apropiado, al menos si se consideran las dos primeras acepciones
de la misma del Diccionario de la RAE*. Ademads, en ciertas condiciones, el
flujo se revierte en parte. Algo que Crick ya habia imaginado.

También en 1961. los franceses Francois Jacob y Jacques Monod, del
Instituto Pasteur de Paris, publicaron su descubrimiento: era posible ac-
tivar y desactivar un gen en bacterias. Hoy, esta posibilidad se representa
por una elocuente metafora: los genes se encienden o apagan jtal como una
lampara eléctrica! Ellos propusieron que hay genes efectores, responsables
de la sintesis de las enzimas que actian en distintas funciones celulares,
y genes reguladores, responsables de la sintesis de proteinas que activan
y desactivan a los efectores. Y los identificaron experimentalmente. Ade-
mas, postularon que en el ADN de cada gen efector hay dos regiones: una
region que codifica la proteina especifica (por ejemplo una enzima) y otra
que controla a la primera, que hoy se conoce como promotor (Figura 2b).
Las proteinas reguladoras se unen al promotor vy, al hacerlo, encienden o
apagan al efector.

32 Crick, E H., Barnett, L, Brenner, S, Watts-Tobin, R. J. (1961). General nature of the genetic
code for proteins. Nature. 192 (4809): 1227-1232.

33 Cobb M (2017) 60 years ago, Francis Crick changed the logic of biology. PLoS Biol 15(9):
€2003243. https://doi.org/10.1371/journal. pbio.2003243

34 1. Proposicion tenida por cierta y como principio innegable; 2. Conjunto de creencias de

caracter indiscutible y obligado para los seguidores de cualquier religion; 3. Fundamento
o puntos capitales de un sistema, ciencia o doctrina.
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transcripcion traduccion
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Figura 2a. Flujo de la informacion genética segun Crick en un esquema que contiene su
propia duplicacion.
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Figura 2b. Sintesis simplificada del funcionamiento de los genes. P es el promotor.

Jacob y Monod ganaron del Nobel de 1965 junto a su compatriota André
Lwoff. Las hipétesis de los franceses se probaron en todos los tipos de células
y a partir de entonces todo el sofisticado mecanismo de regulacion génica fue
gradualmente descubierto.
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1. Antes de empezar con los bichos

Algunos puntos adicionales sobre los genes son:

o Algunos genes codifican mas de una cadena de aminoacidos (polipép-
tido) y una proteina puede ser codificada por el conjunto de diferentes
genes.

o Muchos genes se encuentran constituidos por regiones codificantes,
que se transcriben (exones) interrumpidas por regiones no codificantes
(intrones) que son eliminadas en el procesamiento del ARN llamado
splicing.

 Algunos genes han dejado de ser funcionales como consecuencia de
procesos de mutacion u otros fenomenos de reorganizacion pero per-
sisten en los genomas de los seres vivos. Al dejar de tener funcién, se
denominan pseudogenes.

o Todas las células de un animal tienen, en principio, todos los genes. Mu-
chos de ellos siempre se expresan (esto es, se transcriben y traducen);
otros se expresan solo en ciertos tipos celulares, pero estan desactivados
en otros. Esa expresion de un gen particular esta regulada por otros genes.

« El conjunto de genes de una especie se denomina genoma. Ese término
fue creado en 1920 por Hans Winkler, botanico la Universidad de Ham-
burgo, pero su uso cobro relevancia a conocerse en detalle la secuencia
completa de nucleétidos del ADN de un individuo, que comenzé con
un virus en la década de 1970.

En resumen: el funcionamiento de los seres vivos es llevado a cabo por un
unico conjunto de mecanismos basicos a nivel molecular y celular, y por los
genes que llevan las instrucciones para que estos funcionen. Todos los anima-
les, en particular, sean parientes “lejanos” o “cercanos’, también comparten
mecanismos y genes que hacen posible armar un adulto a partir de una tnica
célula. Por esa razon los resultados obtenidos a partir de los organismos mode-
lo pueden servir para entender como funciona el Homo sapiens. Pero, ademas
estan los genes especificos de cada tipo de animal, que son responsables de sus
diferencias.
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Capitulo 2

El raton domestico

El ratén de laboratorio es un mamifero y, por lo tanto, el mas parecido a un
ser humano entre todos los organismos modelos que integran este repertorio
de ganadores del Nobel. Todos los mamiferos tienen, se supone, un antepasado
comun que debe haber vivido hace mas de 100 millones de afos. Desde enton-
ces el grupo de animales con pelo y mamas se diversifico enormemente, dando
origen a formas tan distintas como el murciélago y la ballena. Una estimacion
basada en la comparacion de los respectivos genomas indica que las ramas de
los ratones y de los humanos de este frondoso arbol de la vida se separaron
hace unos 75 millones de afios. O dicho de otro modo, en ese momento el an-
cestro comun de ambos, representado por el punto B de la figura 1, correteaba
por el mundo sin conocer su importante destino.

Por supuesto que hay otros mamiferos que hicieron grandes aportes a la cien-
cia, como el conejo, la rata, el perro, el gato y algunos monos. Pero el ratén es
el mas convocado. Por ejemplo, en el ano 2010 se publicaron 60000 articulos de
investigacion en revistas especializadas basados en experimentos realizados con
ratones, en tanto que 20000 fueron basados en ratas y 20000 en otros mamiferos.

Esto se debe a que es fértil, prolifico y pequeno, tiene un corto periodo de
gestacion, es econémico para mantener y resistente a enfermedades. Ademas,
presenta variaciones que se heredan pero es tolerante a la endogamia lo cual
permite obtener lineas puras. O sea, linajes que mantienen constantes sus ca-
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racteres a través de las generaciones. Su peor propiedad es el fuerte olor a orina
que inunda los bioterios (que es una manera elegante de llamar a sus criaderos
en la jerga de los laboratorios).

Se trata, realidad, de una variante sofisticada del raton doméstico cuyo
nombre cientifico es Mus musculus Linnaeus 1758. O sea que quien lo bautizd
fue el mismisimo Linneo. Mus, en latin, quiere decir ratén (de alli viene la pa-
labra inglesa mouse) y musculus es el diminutivo de mus y significa ratoncito.
Entonces para el naturalista sueco, se trata del “ratén ratoncito’, lo cual no deja
de ser curioso y simpatico. Dentro de la clase de los mamiferos, pertenece al
orden de los roedores junto a ratas, conejos, cuises, liebres y carpinchos.

Este pequefo roedor doméstico es un animal nocturno muy agil y alerta que
puede vivir durante meses comiendo semillas secas. Ha sido transportado por
los humanos alrededor del mundo y es raro encontrar alguien que no haya con-
vivido con uno de ellos en su casa, sin haberlo invitado. Se cree que Mus mus-
culus es originario de las estepas de Asia central y que de alli se disperso hacia
Europa, por un lado, y hacia China, Japén y el sudeste de Asia, por el otro.

Pero no todo es tan sencillo con él. A medida que los individuos se adap-
taron a las distintas geografias, fueron cambiando en su forma y habitos. Asi
se diferenciaron 4 subespecies a lo largo de los ultimos 600.000 afios que son
(abreviadamente): 1) M. m. domesticus del oeste de Europa y el Mediterraneo,
que luego invadié América y Oceania a medida que estas regiones fueron colo-
nizadas , 2) M. m. musculus del noreste de Europa y Asia (al norte del Himala-
ya hasta la costa del Pacifico), 3) M. m. bactrianus desde Iran hasta Myanmar,
y 4) M. m. castaneus del sudeste de Asia, Indonesia, Malasia y el sur de China.

Mascotas de bolsillo, desde el lejano oriente a Massachusetts

Si bien esta documentado el uso de ratones en experimentos realizados en
Europa durante los siglos XVII y XVIII, la historia del que ahora se encuentra
en los laboratorios es mas reciente. Comenzé con la cria de individuos de dis-
tintas subespecies usados como “mascotas de bolsillo” en China y Japén hacia
el 1700. En esos paises, la relacion de la gente con los ratones puede calificarse
de relativamente amistosa, y estas mascotas llegaron a ser populares. Desde alli
se importaron las variedades favoritas a Europa y se empezaron a criar hibridos
(producto de la cruza de varias subespecies). Su difusion mundial como animal
de compaiiia tuvo lugar a lo largo del siglo XIX y en la Inglaterra victoriana se
compraban, vendian y premiaban, al punto que se fundé el Club Nacional de
Ratones en 1895. jAun existe! Su pagina web oficial, que incluye un muestrario
de las variedades de distintos colores es https://thenationalmouseclub.co.uk/

32



2. El ratén doméstico

Figura 3. Logotipo del National Mouse Club, el curioso club nacional del raton de Inglaterra,
Gregor Mendel intentd usarlos por primera vez para estudiar la herencia, debido a las
variaciones del color de su piel. Las mutaciones espontaneas que originan diferentes
coloraciones de la piel habian sido detectadas a lo largo de la historia y existen antiguas
referencias de China de ratones con manchas blancas y oscuras, albinos y amarillos. Pero el
monje pronto tuvo que cambiar el organismo modelo por indicacion de su obispo, a quien no
le parecia apropiado que criara en su celda estas olorosas criaturas que, ademas, “copulan
y tienen sexo”. Comenzd entonces a experimentar con las inocentes arvejas, que en Espafa
llaman guisantes, y formuld sus famosas leyes de la herencia.

Recién en 1902, el bidlogo francés Lucien Cuénot publicé una demostra-
cién de la herencia mendeliana en ratones. Cruzando animales con pelaje
usual y otros albinos observé que la descendencia seguia el mismo patrén que
las arvejas de Mendel. Esta fue la primera evidencia de que las leyes de Mendel
también eran validas para los animales y fue un estimulo para que el esta-
dounidense William Ernest Castle decida estudiar la herencia en ratones en la
Universidad de Harvard. Usando las mascotas de bolsillo como su organismo
modelo se convirtid en el “padre” de la genética de los mamiferos.

En 1909 su alumno Clarence Cook Little crio la descendencia de un par de
ratones de color marrdn claro a lo largo de més de 20 generaciones. Asi cre6 la
primera linea pura de ratones, una cepa que se designé DBA por las iniciales
de su pigmentacion en inglés: dilution, brown, nonagouti.

Little y Castle trabajaron en cooperaciéon con la sefiora Abbie Lathrop.
Abbie tenia una pequefia granja en Granby, cerca de Harvard, donde criaba
pequefios animales como hurones, cobayos, ratas y ratones que estaban de
moda como mascotas. Sus ratones fueron los primeros en ser usados en un
laboratorio cuando Castle le hizo su pedido inicial en 1902, y ayudaron en el
avance del estudio del cancer. Ella no era una cientifica de formacion, pero si
una mujer de empresa e investigadora autodidacta que criaba su animales de
forma metéddica y cuidadosa. Asi, fue coautora de 10 trabajos cientificos con
el patélogo Leo Loeb de la universidad de Pennsylvania que aparecieron en
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revistas prestigiosas. Entre otras cosas, juntos demostraron por primera vez
la relacion entre hormonas y cancer de mamas (en ratones). La produccion de
ratones de laboratorio continué luego de la muerte de Abbie y en 1929 Little
fundo el Laboratorio Jackson en el pequefio pueblo de Bar Harbor, en el Nor-
deste de Estados Unidos.

Figura 4. Abbie Lathrop. llustracion del Springfield Sunday Republican (1913).

Little habia sido presidente de la Universidad de Maine en 1922 y de la
Universidad de Michigan en 1925. En esta altima, su apoyo a la eugene-
sia (una filosofia que implica un mejoramiento de los rasgos hereditarios
por medio de métodos selectivos en humanos), el control de la natalidad
y la eutanasia generaron controversias. En 1929 abandoné Michigan para
dedicarse a su investigacién en el Laboratorio Jackson. Para ello conté con
el apoyo financiero de la industria del automoévil, uno de cuyos principales
donantes era el Sr. Jackson. En 1968 se dio el nombre de Little a un edificio
de la Universidad de Michigan, pero en 2018 su nombre fue retirado luego
de un pedido de docentes y alumnos que cuestionaron la propuesta de “san-
cidn, identificacion y esterilizacion de los individuos impropios (unfit) y la
identificacion de razas inferiores y superiores” promovidas por la eugenesia
en la primera parte del siglo XX.
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2. El ratén doméstico

La genética de los ratones

En Harvard se establecieron rapidamente programas de cruzas con los cua-
les se crearon las cepas “modernas’, incluso las mds conocidas y usadas en
la actualidad en investigacion cientifica. El Laboratorio Jackson cuenta hoy
con 8.000 cepas genéticamente definidas de donde provienen unos 3 millones
de ratones cada afo. Muchas cepas son homocigotas para todos los genes (o
sea, los genes que provienen de la madre y del padre son idénticos), obtenidas
por cruzamientos entre hermanos durante muchas generaciones. Algunas de
ellas tienen colores caracteristicos que sirven como indicadores externos de
su constitucion genética, incluyendo aguti, negro y albino y se identifican con
una combinacion especifica de nimeros y letras como, por ejemplo C57BL/6].
Se trata de una cepa creada en 1921 por Little a partir de la hembra 57 de su
criadero, que descendia de los ratones de Miss Abbie; BL es por black, ya que su
piel es marrdén oscuro, casi negra, el 6 porque es la subcepa mas popular de las
sobrevivientes y la ] por Jackson. En 2011 alrededor del 83% de los ratones de
laboratorio usados en Estados Unidos provenian de la cepa C57BL/6. La cepa
B6 albina se originé a partir de ratones C57BL/6] que llevan una mutacién en
el gen que codifica la enzima tirosinasa. Los homocigotos para ese gen (los
dos cromosomas del par que lleva ese gen tienen la misma variante mutada)
carecen de pigmento en la piel, pelo y ojos. Se la conoce como B6(Cg)-Tyr /].

Yy D

Figura 5. Izquierda: Cepa C57BL/6J; Derecha: Cepa B6(Cg)-Tyr /J

La siguiente etapa fue establecer el “mapeado genético” del ratén, es decir
ubicar las posiciones de los genes en sus correspondientes cromosomas. Para
hacer eso se estudia la proporcién de la descendencia que hereda dos genes
simultaneamente. Se dice que esos genes estan “ligados”. Cuanto mas proximos
estan en el cromosoma, mas probable que se hereden juntos. En los ratones esa
tarea dio comienzo con el trabajo de John Burdon Sanderson Haldane y sus
colaboradores en el que establecieron la ubicacién préxima de dos de ellos en
el cromosoma 7. Eso ocurrié apenas dos aios después de primer reporte de
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ligamiento en la precursora Drosophila melanogaster (la mosquita que recién
trataré en el capitulo 8; jhabra que esperar!). El mapa genético crecié lenta-
mente en los siguientes 50 afios y se fue completando entre 1960 y 1980 (en el
cromosoma 7 se detectaron 3 genes en 1935, 8 en 1954 y 45 en 1982).

La revista Nature publicé en 2002 el resultado de un trabajo de 222 cienti-
ficos de 46 instituciones que integraban un consorcio internacional dedicado
a la secuenciacion del genoma completo del Mus musculus y su comparacién
con el recientemente establecido genoma humano'. El del ratén es aproxima-
damente un 14% mas pequeiio que el humano (2500 millones de pares de bases
comparados con los 2900), pero el 90% de ambos pueden partirse en regiones
correspondientes que reflejan que el orden de los genes se ha conservado en
relacion con el hipotético antepasado comtn de ambas especies. En un nivel
mas detallado, el 40% de los nucledtidos del genoma humano coincide con el
de ratén. Ambas especies contienen alrededor de 30000 genes que codifican
proteinas y los ratones muestran importantes innovaciones genéticas relacio-
nadas con actividades particulares como la reproduccién, inmunidad y olfato.

Debut en Estocolmo de la mano de un espaiiol y un italiano

El sexto Nobel de Medicina, que se entregd en 1906, fue el primero com-
partido por mas de un cientifico. Lo recibieron dos especialistas europeos en
el estudio descriptivo de dérganos, tejidos y células: dos hombres de micros-
copio. Fueron el espaiiol Santiago Ramon y Cajal y el italiano Camillo Golgi®.
Don Santiago fue homenajeado por haber descubierto que el tejido nervioso
estaba compuesto por células individuales, las neuronas. Ese descubrimiento
tuvo lugar mediante la observacion del sistema nervioso de ratones lactantes.
Estos tienen menos células y, por lo tanto, son mas faciles de individualizar.
Camillo Golgi proponia que el tejido nervioso era continuo, es decir, negaba
la existencia de las neuronas. Sin embargo, él ide6 un método extraordinario
para tefir esas células, que fue el que usé Don Santiago. ;Entonces, porqué
recibié el Nobel si estaba equivocado? jJustamente por la técnica que inven-
t6! Hay un aspecto notable en la personalidad de Ramén y Cajal: no solo era
médico e investigador, sino también deportista, ajedrecista, fotografo y artista.
Esta tltima fue su primera vocacién y, de hecho, los dibujos que realiz6 de

1  International Human Genome Sequencing Consortium (2001). Initial sequencing and
analysis of the human genome. Nature 409: 860-921

2 Sunumbre completo fue mencionado en el capitulo 1: Enanos y gigantes

36
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sus preparaciones microscopicas han merecido exposiciones. Un verdadero
espiritu renacentista.

Esta es una oportunidad para mencionar las principales caracteristicas de
una neurona, tal como se observan con un microscopio e introducir unos tér-
minos apareceran en varios bichos que fueron nobelizados (capitulos 3, 4, 6,
7). Tienen, como toda célula un nucleo ubicado en el llamado “cuerpo” o soma
y dos tipos de prolongaciones, las dendritas y los axones. Por las prolongacio-
nes, hoy lo sabemos, se trasladan impulsos eléctricos entre neuronas y entre
ellas y otras células. Una neurona recibe esos impulsos por medio de sus den-
dritas o directamente en el cuerpo, los conduce por el axén y sus ramificacio-
nes, y los transmite a otra célula por medio de un tipo de unién intercelular
llamada sinapsis. La sinapsis se establece entre las ramificaciones del ax6n y las
dendritas o el cuerpo.

dendrita

cuerpo
celular

axon

sinapsis

Figura 6. Esquema de una neurona y sus prolongaciones.
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Es interesante destacar que el anatomista Wilhelm von Waldeyer-Hartz’
aprendio castellano para conocer en detalle los estudios que llevé a cabo Ra-
mon y Cajal usando el método de Golgi, se convirtié en su amigo y publicé
sus conclusiones en aleman en una revista prestigiosa. Esto contribuy6 a su
divulgacion en la comunidad cientifica internacional; el espanol escribid
que Waldeyer apoyo su teoria con el prestigio de su autoridad pero no con-
tribuy¢ a ella con observaciones personales sino que hizo una “corta expo-
sicién brillante de las pruebas objetivas .... e invent6 el afortunado término
neurona’.

El comienzo de la inmunologia y la penicilina

El médico y bacteridélogo aleman Paul Ehrlich comenz6 a trabajar en el
campo de lo que hoy se llama inmunologia en 1890, usando ratones. Luego
de alimentarlos con dosis crecientes de ricino, un potente téxico, comprobd
que se convertian en ratones “a prueba de ricino”. O sea, se volvian inmu-
nes al veneno. Eso sucedia a los pocos dias del tratamiento y duraba varios
meses. Luego demostré que la inmunidad se podia transmitir de la madre
al feto por medio de la circulacion de la sangre durante la prefiez y por me-
dio de la leche durante la lactancia. Ehrlich recibi6 el Nobel de 1908 junto
con Ilya Ilyich Metchnikov, en reconocimiento por su trabajo en inmunidad.
Asi, Mus musculus participd de un nuevo galardén. El trabajo de este raton
como auxiliar en pruebas de laboratorio continud, y tuvo el privilegio de ser
usado para demostrar el efecto curativo de la penicilina en varios tipos de
infecciones. Asi, reaparecio en el Nobel de 1945 de la mano de Alexander
Fleming, Ernst Chain y Howard Florey. El primero recibié el premio por
el descubrimiento del antibidtico, los dos ultimos por sus experimentos en
los que inyectaron ratones blancos con estreptococos virulentos. La mitad
de ellos sirvieron de control y la otra mitad recibieron penicilina. Todos los
ratones control murieron y la gran mayoria de los protegidos con penicilina,
sobrevivieron.

3 Fueel creador de la palabra cromosoma. Ya mencionado en el Capitulo 1: Enanos y gigantes.
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Reproduccion, desarrollo y ciclo de vida*

Antes de continuar con los premios es necesario conocer algunos as-
pectos de la reproduccion y el ciclo de vida de estos animales. Ya veremos
porqué.

Los ratones copulan de noche y sus cuidadores se dan cuenta de ello al ver
el depdsito blanco y sélido que se forma en la vagina. El nacimiento tiene lugar
entre 19y 21 dias mas tarde. ;Qué ocurre en el Gitero materno en ese periodo?
El desarrollo del embrién se conoce con mucho detalle y para describirlo los
cientificos usan una serie de estadios establecidos por el investigador suizo
Karl Theiler®. Durante los primeros dias la célula original se divide para origi-
nar una esfera de células. Alrededor del dia 6 esta esfera se implanta en la pared
del ttero, al tiempo que sigue aumentando el nimero de células y a los 10 dias
comienza una reorganizacion espacial de las mismas. En el dia 16 los esbozos
de todos los 6rganos del embrion ya estan presentes y de alli en adelante su
tarea principal consiste en crecer hasta el momento del parto. Las camadas
estan formadas por hasta una docena de crias con un peso aproximado de 1 g
cada una. A las 3 semanas son destetadas, a las 6 semanas alcanzan la madurez
sexual y pueden vivir hasta 2 o 3 afos en condiciones 6ptimas. Un ratén adulto
pesa entre 30 y 40 g.

El largo camino al Nobel 2007 empieza en una cuestion de potencia

Quiero volver a la primera parte del ciclo de vida de un nuevo ratén para
explicar con un poco de detalle que ocurre con las células y los genes durante
el desarrollo de un embrién. La primera célula de un animal contiene todos los
genes heredados de sus padres y puede originar todos los tipos de células del
adulto. Esta caracteristica se llama “totipotencia” y la célula se puede describir
como “célula madre maestra”. Como ya expuse en el capitulo 1, la mayoria de
las células del adulto también tienen todos los genes (hay algunas excepciones)
a pesar de tener formas y funciones diferentes. Se las llama “células diferencia-
das”, por oposicion a las que permanecen “indiferenciadas”

La primer célula se divide en 2, cada una de ellas en 2, y asi sucesivamente
(4, 8,16, 32, 64, 128, etc.) y al principio son todas iguales. La totipotencia per-

4  Eltérmino «ciclo de vida» (que figurara en todos los capitulos) es una metafora usada por
los bidlogos para representar la sucesion de eventos que ocurren en la vida de un organis-
mo, desde el cigoto al momento en que se reproduce. Se suele ilustrar con un circulo (no
en este caso).

5  Theiler K. (1989). The House Mouse: Atlas of Embryonic Development Springer, 187 pag.
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manece solo durante las primeras divisiones y comienza pronto a restringirse
la capacidad de originar todas y cualquier célula del adulto. Las siguientes ge-
neraciones de células son también muy versatiles y, como conservan la poten-
cialidad de transformarse en muchos tipos de células (pero no en todos), se
conocen como “células madre pluripotentes” (entre los amigos, se las llama ES,
por embryonic stem cells, que quiere decir células madre embrionarias). El em-
brién temprano, en el caso del ratén antes de implantarse en el titero materno,
estd formado principalmente por esas células madre pluripotentes.

Leroy C. Stevens y C. C. Little, del Instituto Jackson, descubrieron un as-
pecto muy importante de las células ES en los primeros estadios de desarro-
llo del embrién a partir de estudios de teratocarcinomas (un tipo de tumor)
de ratones en 1954. Al dividirse, ellas originan, por una parte, células que se
diferencian rapidamente y, por otra, células que permanecen indiferenciadas
como lo eran sus “madres”

La diferenciacion de las células pluripotentes es gradual y comienza cuando
algunos de sus genes se “encienden” y otros se “apagan”. Asi pueden transfor-
marse en “células madre multipotentes” que pueden originar diferentes “fami-
lias” de células estrechamente relacionadas. Por ejemplo, la sangre tiene células
multipotentes que daran lugar a células sanguineas de distinto tipo, pero no a
neuronas. Finalmente, las células multipotentes son las “madres” de las célu-
las que estan diferenciadas. O sea, que estan especializadas para una funcién
como, por ejemplo, las células nerviosas, musculares, dseas o sanguineas, entre
otras. Al mismo tiempo pierden la posibilidad de originar otras. El camino
parecia ser unidireccional y se lo podria representar asi:

totipotencia = pluripotencia = multipotencia = especializacion

Aparentemente no habria posibilidad de revertir ese camino. Por mu-
cho tiempo los bidlogos creian que las células especializadas perdian todas
las posibilidades alternativas que tenian sus antepasadas. Era solo un viaje
de ida.

Se sabia que unas pocas células madres multipotentes permanecen dis-
persas en el cuerpo del adulto y conservan la posibilidad de dividirse un
gran numero de veces. Asi pueden, en varios tejidos, reemplazar las células
especializadas que van muriendo. Pero nunca se habia visto una célula espe-
cializada “retroceder” y transformarse en una célula madre. Unas pocas ex-
cepciones se descubrieron en algunos invertebrados, en particular medusas.
La explicacion propuesta para la pérdida de potencia era que los genes que
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se apagan en las células especializadas son inactivados o suprimidos defini-
tivamente.

Una hermosa metéfora del desarrollo que sintetiza esta vision la propuso el
bidlogo inglés Conrad Hal Waddington cuando lo compard con un paisaje de
picos y valles e imaginé que una célula madre era una bolita que se deja rodar
en la cima de una montaia. A medida que desciende, se especializa y se dirige
hacia un cierto valle. La bolita (y la célula que representa) no puede trepar la
montafa y volver a ser célula madre, tampoco puede cruzar las colinas que
separan los valles y transformarse en otro tipo de célula. Pero voy a retomar
un poco mas adelante el tema a partir de la primera palabra de un parrafo an-
terior: japarentemente!

Figura 7. El paisaje de Waddington en sus versiones original y modernizada.
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jLos genes de los ratones se pueden manipular!

A partir del conocimiento detallado del desarrollo embrionario del ratén
de laboratorio se pudo dar el gran salto en la investigacion sobre el funciona-
miento de los genes: la manipulacion genética. En la década de 1960, Beatrice
Mintz, del Fox Chace Cancer Center de Estados Unidos, desarrolld el primer
raton quimérico®.

El procedimiento consistié en un agregado de dos embriones en el estado
de ocho células que se implantd en el utero de una “madre adoptiva” Los rato-
nes resultantes se desarrollaron normalmente y sus tejidos eran una mezcla de
células derivadas de los dos embriones donantes. En 1974, ella publicé junto a
Rudolf Jaenisch la primera evidencia de la integracion de ADN extrafio en el
ADN de embriones tempranos de ratones. Jaenisch era un médico nacido en
Alemania que opt6 por la investigacion y llegd a ser profesor de biologia del
Instituto de Tecnologia de Massachusetts (conocido como MIT, por sus siglas
en inglés) en 1984. Fue un pionero en el desarrollo de animales transgénicos y
se enfoco en la creacion de ratones modificados genéticamente para estudiar
el cancer y enfermedades neuroldgicas.

El experimento de Jaenisch y Mintz consisti6 en inyectar ADN de un virus
(que causa leucemia en monos) en embriones tempranos de ratén que implan-
taron en el utero de madres “adoptivas” Estas habian sido “seudo-prenadas”
por medio de un apareamiento previo con un macho estéril y eran receptivas
alos embriones. Con este procedimiento demostraron la presencia de secuen-
cias de ADN viral en ratones sanos adultos obtenidos a partir de la implanta-
cion de los embriones infectados. Estos ratones fueron los primeros mamiferos
transgénicos en la historia. Sin embargo, no lograron que la modificacion se
transmita a la descendencia.

Por otra parte, Martin Evans, uno de los tres ganadores del Nobel en 2007,
desarroll6 en la década de 1970 un procedimiento exitoso para extraer células
ES del embridn y cultivarlas en medios artificiales. Mas tarde demostré que
era posible insertar un gen alterado en esas células antes que se diferencien y
que ese cambio se presentaba luego en todas las células del organismo adulto,
incluso las reproductivas.

6  Una quimera, segtin el Diccionario de la RAE es: 1) un monstruo mitoldgico con cabeza de
ledn, vientre de cabra y cola de dragdn; 2) aquello que se propone a la imaginaciéon como
posible o verdadero, pero no lo es y 3) en biologia, un organismo que resulta de la unién
de células genéticamente distintas.
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La técnica que usd se puede resumir en los siguientes 4 pasos:

extraccion de embriones en los estadios previos a la implantacion,
cultivo in vitro de las células ES en medios relativamente simples,

manipulacién microquirtrgica, incluso aquellas que son necesarias
para transferir un gen extrano, en este caso de un virus (jo desactivar
uno propio como veremos muy pronto!),

4. reimplantacién de embriones modificados en el ttero de una madre
adoptiva.

A partir de entonces el desarrollo contintia normalmente hasta el nacimiento
y fue posible encontrar ADN del virus en el genoma de algunos de los rato-
nes-bebé que luego trasmitieron a sus propios hijos (Figura 8). Este resultado,
publicado en la revista Nature en 19867, abrié un camino extraordinario de in-
vestigacion. Ademads de la contribucién a la medicina, los animales transgéni-
cos, jque de eso se trata!, se pueden utilizar en ciencia basica para investigar el
desarrollo embrionario y su regulacién a nivel molecular, manipular de forma
especifica la expresion génica en vivo y conocer la funcion de genes especificos.

inyeccion de ES modificadas en un implantacion del embrion mosaico
embrion temprano en una madre «adoptiva»

¥

desarrollo de ratones mosaico

: B
Iy
raton mosaico =g ratona normal
-m

-

B B B (=0 | w¢o>gc;%gc;i\f

ratones modificados ratones normales
o

| esperma modificado ‘ ‘ esperma normal |

Figura 8. Obtencion de ratones modificados genéticamente con el procedimiento de Evans
(ES significa células madre embrionarias pluripotentes).

7 Robertson, E., Bradley, A., Kuehn, M., Evans, M. (1986). Germ-line transmission of genes
introduced into cultured pluripotential cells by retroviral vector. Nature 323: 445-448
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El raton knockout

Un procedimiento cldsico de la fisiologia consiste en analizar que funcién
se altera cuando “algo” no esta (por ejemplo una glandula). Asi se puede em-
pezar a conocer el papel de ese “algo” cuando si estd. {Sélo que esta vez se trata
de un gen!

La técnica de Evans sirvié para que 1989, junto a Mario Capecchi y Oli-
ver Smithies, crearan el primer ratén ‘knockout™. Lograron desactivarle un
gen durante la fase embrionaria para analizar su funcion. Los tres investiga-
dores compartieron el Nobel en 2007° por el conjunto de sus trabajos sobre
células madre y modificaciones genéticas en modelos animales (Figura 9).
De esta manera la pequefia mascota cumplié 100 afios de colaboracion con
los Nobel.

Figura 9. Mario R. Capecchi, Sir Martin J. Evans y Oliver Smithies.

8 Latécnica que conduce a la eliminacion de una funcién de un gen en un ratén, u otros se-
res vivos, se denomind knockout, haciendo uso metaféricamente del término que describe
una de las formas de obtener el triunfo en muchos deportes, como el boxeo, que significa
significa “fuera de combate”,.

9  The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2007 « http://nobelprize.org 11 pag.
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sPero como es eso de desactivar un gen en las células ES? Capecchi y
Smithies descubrieron como encontrar una secuencia especifica entre los
millones de pares de bases que constituyen el ADN y alterarla de una mane-
ra premeditada. El procedimiento que ellos desarrollaron mejora el usado
para crear ratones transgénicos ya que en ese caso no era posible controlar
exactamente donde terminaba el cambio y cuantas copias del gen se incor-
poraban.

A comienzos de la década de 1980, el grupo dirigido por Mario en
la Universidad de Utah, en Estados Unidos, descubrié que secuencias de
ADN inyectadas directamente en el nicleo de una célula de mamifero po-
drian ser incorporadas en los genes del receptor. Sus experimentos le su-
girieron el uso de esta técnica para hacer cambios especificos en cualquier
gen de un mamifero. Y Oliver, nacido en Inglaterra pero entonces en la
universidad de Madison-Wisconsin, también en Estados Unidos, uso este
método para introducir ADN alterado en células humanas cultivadas en el
laboratorio.

Ambos eligieron un gen en particular para crear cambios dirigidos, ya
que era relativamente sencillo detectar una insercion exitosa usando un me-
dio de cultivo especial. El gen en cuestion codifica una proteina con un nom-
bre larguisimo, y permitiéndome un abuso de confianza, la mencionaré solo
por sus siglas: Hprt. En 1987 Oliver logrd reparar un gen hprt defectuoso
en células ES cultivadas inyectando un nuevo fragmento de ADN de un gen
hprt intacto. Ese mismo aflo, Mario logrd insertar una secuencia de ADN
en el gen hprt que le permitia a las células que la contenian sobrevivir en un
medio de cultivo que tenia un antibidtico especifico (neomicina); de esta
forma podia seleccionarlas. En la publicacidn correspondiente sugirié que la
técnica podria usarse para crear ratones genéticamente modificados.

Sin embargo, pocas células incorporaban el ADN en la manera deseada
y fue necesario agregar otra secuencia de ADN al gen a insertar. Esta nueva
secuencia provenia de un virus y las células que lo contenian no podian crecer
en un medio con una adecuada sustancia antiviral.

Con estas dos secuencias de ADN agregadas al fragmento a insertar se lo-
gré un procedimiento de seleccién que permitia descartar las células que te-
nian inserciones producidas al azar, que ocurren con una frecuencia miles de
veces mayor que aquellas provocadas intencionalmente (Figura 10).
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embrién 5
temprano | insercién del gen

: con los segmentos
de ADN agregados
cultivo de

células ES

B
gen insertado
célula modificada proceso de
en el cultivo \ seleccidn

poblacién pura de
células modificadas

Figura 10. Modificacion genética de células ES (células madre embrionarias) pluripotentes,
su cultivo y seleccion.

A continuacion, se repitié el proceso desarrollado por Evans y sus colegas
en 1986 (Figura 8).

Los resultados publicados por Mario y su equipo en 1988, en la revista Na-
ture'®, hacen posible dirigir los cambios hacia un blanco especifico. Hoy se han
modificado més de 10000 genes, creando muchos tipos de ratones knockout,
pero también activando genes (knock-on), alterando su funcion o remplazan-
dola por otro gen (knock-in). La técnica es ahora tan precisa que es posible
encender o apagar el gen insertado en un tejido determinado.

Un niio de la calle

Dejando de lado la biologia por unos minutos, en mi opinién la drama-
tica historia de vida de Mario Capecchi merece una mencion especial. El
sufri6 en carne propia las devastadoras consecuencias de la Segunda Gue-
rra Mundial, al igual que otros europeos contemporaneos que recibieron el

10 Mansour, S. L., Thomas K. R., Capecchi, M. R. (1988). Disruption of the proto-oncogene
int-2 in mouse embryo-derived stem cells: a general strategy for targeting mutations to
non-selectable gene. Nature 336: 348-352.
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Nobel. Su madre, Lucy Ramberg, poeta y profesora de La Sorbona era nor-
teamericana, pero vivia con su pequefio hijo en Italia. Ella fue arrestada en
1940 y encarcelada en el campo de concentraciéon de Dachau. Mario quedé
al cuidado de una familia de campesinos, a la cual su padre habia dejado
dinero previendo que ocurriera esa eventualidad. Al acabarse el dinero, un
aflo después, fue abandonado y vivié en la calle varios afios formando parte
de pandillas de nifios vagabundos. Por suerte, Lucy sobrevivié al campo de
concentracion, lo busco y lo encontré en 1946 enfermo de tifus en un hos-
pital. Mario y Lucy emigraron a Estados Unidos, donde los acogi6 la familia
materna. Alli estudi6 y trabajo desde entonces. Es un fabuloso ejemplo de
superacion de la adversidad.

Marcha atras en el ciclo de vida del raton

Mus musculus volvid a participar del Nobel en 2012, esta vez colaborando
con Shinya Yamanaka, investigador de la Universidad de Kyoto y uno de los
dos ganadores del premio de ese afo. {El ratoncito habia regresado al Japon
luego de un siglo y medio! Shinya compartié el Premio con John Bertrand
Gurdon'!, quien trabaj6 con un sapo (habra que esperar al capitulo 4 para co-
nocer a este caballero britdnico).

Como expliqué un poco antes, las células de los tejidos de la mayoria de
los animales adultos no pueden regresar a su estado embrionario. Se podria
decir entonces que la diferenciacion es irreversible (Figura 7). jPero no es asi
siempre!

Shinya fue el primero en lograr que células “maduras” de un raton revier-
tan su desarrollo y vuelvan a ser células madres pluripotentes. En su labora-
torio habia comenzado a estudiar las células madre pluripotentes obtenidas
de embriones tempranos de ratdn con el fin de entender como ellas retienen
la pluripotencia, o sea como evitan especializarse. Asi, pudo identificar en
esas células unos genes cuya funcion es regular la actividad de otros que con-
sidero asociados con la pluripotencia. Entonces selecciond 24 de esos genes
y los insertd, con la ayuda de un virus, de a uno por vez en células especiali-
zadas de la piel del raton llamadas fibroblastos. {No pas6 nada! Pero cuando
insertd todos a la vez, algunas de las células cambiaron su forma y crecieron
sus nucleos. Eran muy parecidas a las células madres del embrién. Luego de
laboriosos experimentos, su equipo logré una conclusién sorprendente: se
requeria la actividad de solo 4 genes para que esas células de la piel recupe-

11 The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012 « http://nobelprize.org 7 pag.
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« _r

ren la pluripotencia. A esas células las llamo “células madres pluripotentes
inducidas” (iPS por sus siglas en inglés) y cuando las inyecté en un embrién
en desarrollo observo que podian diferenciarse nuevamente en todos los te-
jidos del adulto (Figura 11). Publicé sus hallazgos en 2006'* y desencadeno
el comienzo de numerosas investigaciones en todo el mundo. El resultado
de este “boom” de experimentos fue mejorar la técnica y refinar el procedi-
miento de introduccidn de los genes responsables de la pluripotencia en las
células diferenciadas.

Un afio mas tarde, Shinya logré reprogramar células de la piel humana y
generar iPS, abriendo la posibilidad de su uso en medicina. La técnica iPS
significa el acceso a una fuente ilimitada de células madre que anteriormente
se basaba solo en células recolectadas del embrién, aunque éstas contintian
siendo de gran interés. Eso es de particular utilidad para investigaciones con
células humanas, ya que los embriones son dificiles de obtener y muchos con-
sideran éticamente cuestionable su uso.

Figura 11. El experimento de Shinya Yamanaka. Introdujo los cuatro genes (1) en fibroblastos
provenientes de un raton (2) logrando que se des-diferencien y formen iPS (3) y a partir de
ellos, las incorpord en un embrion con el procedimiento representado en la figura 8.

En 2007 el laboratorio del ya mencionado Rudolf Jaenisch del MIT fue uno
de los tres primeros en describir la reprogramacion de células obtenidas de la
cola de ratones en iPS y a partir de alli mostro los beneficios terapéuticos de
su uso en el tratamiento de la anemia falciforme y la enfermedad de Parkinson
en ratones.

12 Takahashi, K., Yamanaka S. (2006). Induction of pluripotent stem cells from mouse embr-
yonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell, 126(4): 663-676.
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Los ratones genéticamente modificados no recibieron medallas en Suecia
pero merecian un monumento. jLo tuvieron en Siberia!

Figura 12. Monumento al raton de laboratorio en Novosibirsk, Rusia. Fotografia de Anna Gorbunova.
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Capitulo 3

Huevos, pollos y gallinas

A diferencia del ratén, que es bienvenido en los laboratorios pero no en
las casas, este organismo modelo es recibido con agrado en ambos lugares
en las diferentes etapas de su vida: huevo, pollo o polla, gallina y gallo. Por
una parte, es el animal de granja mas comun en todo el mundo y la principal
fuente de proteina animal para la humanidad; por otra parte hizo posibles
importantes descubrimientos a lo largo de toda la historia de la biologia. No
tiene todas las propiedades de los clasicos organismos modelos, dado que
por su tamano relativamente grande es dificil tener muchos individuos a
la vez en un laboratorio. {Pero el gran tamafio es, en ocasiones, una ventaja
para trabajar!

El nombre cientifico de este ave es Gallus gallus domesticus (Linnaeus,
1758), una subespecie de Gallus gallus (Linnaeus, 1758). Si se observa con cui-
dado, el nombre de Linneo y la fecha de su primer bautismo en el mundo de la
ciencia estan entre paréntesis. Eso se debe a que Linneo lo nombro de una ma-
nera un poco diferente en 1758: Phasianus gallus (en realidad, en 1748 lo habia
llamado Gallus gallus, pero eso no se tiene en cuenta por razones burocratico/
cientificas). El que recuperd el nombre del género (Gallus) fue el naturalista
francés Mathurin Jacques Brisson tan solo dos afios después.

El momento en que fue domesticado el que era su ancestro salvaje fue mo-
tivo de controversias durante casi dos siglos. Charles Darwin sostenia que el
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ave doméstica descendia del gallo rojo de la jungla (otra subespecie de Gallus
gallus que vive en islas del sur de Indonesia) por su parecido y porque los
descendientes de una cruza de ambos eran fértiles. Ademas propuso que la do-
mesticacion tuvo lugar en India. Los arquedlogos en cambio, en base a restos
6seos, consideraron que ocurrié en China hace 9000 afos. El genoma com-
pleto de Gallus gallus fue secuenciado por primera vez en 2004'. Un reciente
estudio comparativo de ese genoma entre muchas poblaciones de la especie
llegé a la conclusion que los pobladores de algunos lugares del sud de China y
lo que es ahora Myanmar, Birmania, Tailandia, Malasia, Laos e Indonesia do-
mesticaron una subespecie llamada Gallus gallus spadiceus (Bonnatere, 1791)
hace unos 9500 anos (Figura 13). Migrantes y comerciantes la llevaron luego a
través de Asia a todo el mundo.

Figura 13. Gallus gallus spadiceus macho, Kaziranga, Assam, India.

Dos momentos del ciclo de vida del G. g. domesticus fueron utilizados en
experimentos cientificos: embriones y adultos. Antes de mencionar algunos
de esos trabajos, es conveniente conocer algo de ese ciclo. El tinico ovario de
la gallina esta ubicado cerca del infundibulo, una especie de embudo que con-

1 International Chicken Genome Sequencing Consortium (2004). Sequence and compara-
tive analysis of the chicken genome provide unique perspectives on vertebrate evolution.
Nature 432: 695-716
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tinua con un largo conducto tubular llamado oviducto. Este tltimo consta de
tres regiones (magnum, istmo y utero) y finaliza en la vagina. La fertilizacién
del 6vulo ocurre en el infundibulo y el desarrollo embrionario, que tiene lugar
alo largo del oviducto, implica dos tareas. Por un lado, la multiplicacion de las
células a partir del cigoto, que es una célula muy grande y muy rica en substan-
cias nutritivas: la yema. Y por otro, la construccion de las envolturas del huevo
a partir de glandulas del propio oviducto: primero se deposita una capa rica
en una proteina que se llama albumina (la clara), luego una cascara blanda y
por ultimo la cascara calcarea (Figura 14). Al cabo de 20 dias, la gallina pone el
huevo con el embrién aun incipiente, mas la clara y la cdscara (también puede
poner huevos sin fertilizar, y por lo tanto sin embrién, que son los usualmente
usados como alimento). Durante las siguientes 50 horas contintan dividién-
dose las células y comienza su reorganizacion de modo tal que ya es visible
un minimo embrién y un conjunto de membranas extraembrionarias que lo
protegen. En los siguientes 4 dias su forman todos los érganos del pollito pero
la incubacién continuda hasta el dia 21 después de la puesta. En ese momento
se produce la eclosion. Para alcanzar la madurez y la capacidad de dar origen a
una nueva generacion, las pollas necesitan unos 40 dias adicionales.

Fertilizacion
Foliculos

Magnum

Albumina

ltsmo Glandula de la cascara
Cascara Céascara dura

blanda ' . — Vagina

Figura 14. Sistema reproductor de una gallina.
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Pollos y gallinas, virus y cancer, transcriptasa inversa y oncogenes

Las contribuciones de los adultos al desarrollo de la ciencia incluyen los
trabajos del quimico francés Louis Pasteur, quien inocul6 pollos con la bacte-
ria del cdlera aviar proveniente de cultivos viejos y produjo la primer vacuna
atenuada de laboratorio. Pero a comienzos del siglo XX el pollo se convirti6 en
una excelente herramienta que hizo posibles grandes avances en el estudio de
la inmunidad y el cancer. Para eso, hay que trasladarse a los Estados Unidos.

Peyton Rous trabajaba en el Instituto Rockefeller de Nueva York en 1911
cuando publicé su observacion acerca del efecto de exponer a una gallina sana
a un filtrado libre de células de un tumor maligno de otras aves, llamado sar-
coma. Su conclusion fue que la infeccidon de un virus aviar puede inducir sar-
coma. En otras palabras, descubrié que el cancer podia ser transmitido por un
virus que ahora se conoce como el Virus de Sarcoma de Rous o RSV por sus
siglas en inglés. Su hallazgo fue recibido con escepticismo y considerado como
una curiosidad de las aves, quizas por el contexto histdrico en el que tuvo lugar.

En efecto, hacia relativamente poco tiempo se habia descripto el proceso
de division celular y se habia observado que las células tumorales se dividen
de una manera similar a las normales, de las que difieren en su capacidad de
invadir tejidos sanos. En una fecha todavia reciente se habia descubierto que
existian particulas que causan infecciones que son invisibles con el microsco-
pio Optico y que pasan de largo inclusive en filtros que retienen bacterias®.

Aunque Rous fue nominado por el Comité Nobel en 1926 (y en muchos
aflos posteriores), finalmente recibi6 el merecido premio en 1966 a los 87
afos de edad. Fue el premiado mas longevo en Fisiologia o Medicina’®, y
compartid el galardon con Charles Brenton Huggins por su descubrimiento
de la dependencia de células normales y cancerosas de hormonas y su inme-
diata aplicacién practica para el tratamiento del cancer de prdostata y mamas
en humanos. Huelga decir que este tltimo no us6 gallos ni gallinas en sus
experimentos.

El descubrimiento de Rous fue el inicio de una serie de investigaciones que
condujeron a varios Nobel. Hubo que esperar 60 afios para ello. Primero fue
necesario comprender que eran los virus, su estructura (proteinas y acidos nu-
cleicos) y su diferencia con las células, luego descubrir que los acidos nucleicos
de los virus podian ser ADN o ARN (como el RSV) y, finalmente, la herética
propiedad de los virus con ARN de fabricar ADN, con lo que vulneraban el

2 Ver nota 24 del Capitulo 1: ADN, microbios y Nobel.

3 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1966/summary/
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Dogma*. Esta propiedad (que permite hacer lo opuesto de lo que caracteriza a
las células) se debe a la existencia de una enzima llamada transcriptasa inversa.
Debido a ella, los virus con ARN se llamaron retrovirus; el RSV es uno de ellos.

La transcriptasa inversa fue descubierta en 1970 por Howard Temin de la
Universidad de Wisconsin-Madison en el RSV y aislada por David Baltimore
del MIT a partir del virus de la leucemia de ratones y del RSV. Por esos descu-
brimientos compartieron el Nobel en 1975 junto a Renato Dulbecco, un vir6-
logo italiano nacionalizado estadounidense’.

En 1969, George J. Todaro y Robert J. Huebner habian propuesto la hipéte-
sis del “oncogen”. Los oncogenes fueron originalmente definidos como genes
virales cuya actividad puede conducir al desenfrenado crecimiento celular ca-
racteristico del cancer. Un afio después Steve Martin, entonces tesista y hoy
profesor de la Universidad de California en Berkeley, anunci6 el aislamiento
de un mutante de RSV que tiene un gen especificamente requerido para trans-
formar las células normales del pollo en cancerosas. Ese fue el primer oncogen
conocido, bautizado como v-src (la v es de virus, src es una familia de genes
presentes en las células).

John M. Bishop y Harold Varmus, de la Universidad de California en San
Francisco, propusieron que en realidad los virus como RSV capturan genes
que estan presentes en las células. En efecto, ellos identificaron un grupo de
genes que controlan el crecimiento y la division celular de, en este caso, el po-
llo; mutaciones de estos genes conducen a la transformacion de esas células en
tumorales, originando el cancer. Fueron bautizados “proto-oncogenes”. Por el
descubrimiento del origen celular de los oncogenes retrovirales, ambos reci-
bieron el Nobel en 1989°.

Dejando de lado los estudios sobre el cancer y visitando brevemente el
campo de la inmunologia, vuelven a aparecer adultos de Gallus gallus domes-
ticus en escena. Descubrimientos efectuados en pollos permitieron dividir la
respuesta inmune en dos tipos: la humoral, mediada por anticuerpos y la ce-
lular. Bruce Glick extirpé un érgano de las aves, cuya funcién era entonces
desconocida, llamado “Bolsa de Fabricius” o bursa. Los pollos sin bursa no
podian ser inducidos a formar anticuerpos. Por esa razén, dedujo que la bursa
era responsable de fabricar las células que los producen. Las células de la bursa
se llamaron células B para diferenciarlos de las células T, producidas por el

4  Concepto ya mencionado en el Capitulo 1, El ADN, las bacterias y algunos Nobel
5  https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1975/summary/
6

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1989/summary/
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timo, que son las encargadas de la inmunidad celular. En los mamiferos, que
no tenemos bursa, las células B son producidas por la médula de los huesos.

El embrién de pollo también ha sido una herramienta muy util para el es-
tudio de la inmunidad y el cancer. Dado que hasta el dia 14 de incubacién el
sistema inmunoldgico no es funcional, es posible trasplantar tejidos y cultivar
virus. La membrana corioalantoidea, un tejido extraembrionario muy proxi-
mo a la superficie del huevo (Figura 15), es accesible al retirar una pequeiia
porcion de la cascara. Eso permitié observar “en vivo” muchas caracteristicas
de las células tumorales como el crecimiento, la invasion de los tejidos adya-
centes, la vascularizacion de los mismos y su remodelacion. Mas tarde, sirvié
como una plataforma para el anélisis molecular del cancer.

membrana
corioalantoidea

cavidad
amnidtica
embrién
albumina

saco vitelino
(yema)

saco aéreo

Figura 15. Esquema de un huevo embrionado de aproximadamente 14 dias con las posiciones
en las cuales se inoculan virus.

iPero el huevo fue primero!

La curiosidad sobre lo que ocurre en el interior del huevo durante la incu-
bacion es muy remota. El comienzo de las investigaciones sistematicas sobre el
desarrollo del pollo en particular y de los animales en general puede situarse
alrededor del 350 AC. En ese tiempo, Aristételes (jcuando no!) observé los cam-
bios del embridn de pollo en distintos momentos después de la puesta. Fueron
los eventos fundacionales de la disciplina que hoy se conoce como embriologia o
biologia del desarrollo. Nuevas contribuciones tuvieron lugar en el siglo XV, lle-
vadas a cabo por cientificos europeos, como William Harvey, que describieron la
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aparicion de tejidos y nuevas estructuras a partir de una substancia indiferencia-
da. Elincluso observo el desarrollo del corazdn, y dio los primeros pasos para en-
tender como es circulacion sanguinea. Todo eso se logré sin usar el microscopio.
Con el uso de ese instrumento, en el siglo XVII, Marcello Malpighi fue el primero
en presentar una evidencia visible de la constitucion detallada y la complejidad
de un embrién temprano de pollo mediante el microscopio en su tratado “De ovo
incubato”. Ese profesor de la ya entonces antigua universidad italiana de Bologna
detect? la existencia de tejidos embrionarios, es decir, de las primeras capas defi-
nidas de células que luego formaran los tejidos definitivos (Figura 16).

Figura 16. Esquemas del desarrollo embrionario del pollo debidos a Malpighi.
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El uso del embrién de pollo como modelo de investigacion para compren-
der aspectos bésicos del desarrollo animal fue promovido por Frank R. Lillie
en Estados Unidos. Este zo6logo estadounidense fundo, en la Universidad de
Chicago, el grupo mas conocido y exitoso de estudios experimentales sobre ese
modelo y fue autor de un libro fundamental sobre el tema, publicado por pri-
mera vez en 1908. Se llamaba, como era de esperarse “El desarrollo del pollo™.
Allaboratorio de Lillie llegé, en 1932, Viktor Hamburger desde Alemania. Para
poder tener una referencia del momento del desarrollo en que se encuentra un
embridn, Viktor definid, en colaboracidon con Howard L. Hamilton, una serie
de 46 estadios luego de la puesta del huevo. Ese trabajo se publicé en 1951% y
sigue siendo una referencia para quienes trabajan en este tema. En 1976, Hefzi-
bah Eyal-Giladi y sus colegas de la Universidad Hebrea de Jerusalén, en Israel,
desarrollaron un método manual para extraer huevos del conducto genital sin
danar a la gallina y pudieron establecer 14 estadios del desarrollo (I-XIV) que
preceden a la puesta’.

Embriones, exilio y longevidad

Viktor trabajaba en la Universidad de Freiburg, en el laboratorio de Hans
Spemann, en el desarrollo de embriones de anfibios (para saber mas sobre Spe-
mann, ganador del Nobel en 1935, hay que esperar al préximo capitulo). En
Chicago, se entreno en las técnicas de ablacion y trasplante de estructuras en
embriones de pollo. Al afio siguiente se enteré que habia sido despedido de su
trabajo como consecuencia de las “leyes de limpieza de las profesiones” pro-
mulgadas por el gobierno Nazi, y que su unica alternativa era permanecer en
los Estados Unidos. Eso hizo: trabajé dos afios mas en Chicago y en 1935 se
estableci6 en la Universidad Washington, en Saint Louis, donde paso el resto
de su vida dedicado al estudio del desarrollo del sistema nervioso del pollo y
su relacion con las estructuras periféricas que inerva.

En 1947 llego6 Rita Levi-Montalcini a Saint Louis, desde su Italia natal. Rita
provenia de una familia judia intelectual de Turin y, junto con su prima Euge-
nia Sacerdote, estudié medicina en la Universidad local donde fue companera

7 Lillie, E. R. (1908).The Development of the Chick. An Introduction to Embryology. New
York, Henry Holt, 514 pag.

8 Hamburger, V.; Hamilton, H.L. (1951). Stages in the development of the chick embryo.
Journal of Morpholology 88: 49-92.

9  Eyal-Giladi; Kochav. S. (1976). From cleavage to primitive streak formation: a comple-
mentary normal table and a new look at the first stages of the development of the chick. I.
General morphology. Developmental Biology 49: 321-337.
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de dos futuros Nobel, Salvador Luria y Renato Dulbecco, también judios. Se
recibié de médica en 1936, y se especializ6 en neurologia y psiquiatria. Las le-
yes raciales de Mussolini le impidieron seguir la carrera académica. Salvador y
Renato emigraron a Estados Unidos y Eugenia a la Argentina. Rita permanecio
en Italia y en 1940, sentada en el suelo de un vagon de ganado ley6 un trabajo
de Viktor de 1934.

Resuelta a repetir esos experimentos, instal6 un sencillo laboratorio en su
dormitorio, obtuvo huevos fertilizados de una granja local, y fabricé una incu-
badora y sus propios instrumentos microquirtrgicos. Era tiempos de guerra,
persecucion y escasez; una vez concluidos los experimentos y extraidos los
embriones, jella comia el resto de los huevos! Y asi, enfrentando el continuo
riesgo de ser descubierta, pudo completar sus experimentos e incluso publi-
carlos en Bélgica. La interpretacion de sus resultados fue un poco diferente de
la de Viktor y éste la invit a Saint Louis cuando termin¢ la guerra, consideran-
do que seria bueno proseguir sus investigaciones en conjunto.

El uso de embriones de pollo permiti6 avances continuos en el conocimien-
to del desarrollo del sistema nervioso. El primer trabajo del diio Levi-Hambur-
ger, sobre el desarrollo de los ganglios espinales, es uno de los mas importantes
de la neuroembriologia. Ambos lo disefiaron y discutieron los resultados pero
Rita se ocup6 del trabajo experimental y el primer analisis de los datos, en
tanto que Viktor de escribirlo.

A fines de la década de 1950 descubrieron un factor esencial para el cre-
cimiento y la supervivencia de ciertas neuronas, sin el cual ellas mueren. Ese
hallazgo fue el colofén de una largo trabajo que se pudo llevar a cabo luego
de lograr con éxito el “co-cultivo” de sarcoma (como vimos, es un tipo de
tumor) de ratén y tejido nervioso de embrién de pollo. Para ello contaron
con la ayuda de Hertha Meyer, una especialista en cultivo de tejidos. Hertha
era alemana, y cuando los nazis llegaron al poder, se mudé a Turin donde la
conocié Rita. Su estadia en Italia fue breve, ya que emigré de nuevo a causa
del crecimiento del fascismo; finalmente llegé a Rio de Janeiro donde se inte-
groé al instituto dirigido por el Profesor Carlos Chagas. Rita viajé a Brasil en
1952 acompaifiada (en secreto) por dos ratones portadores de sarcoma. Alli
se entreno en cultivar células fuera del cuerpo. Pronto descubri6 que peque-
fos fragmentos de sarcoma colocados en la cercania de ganglios sensoriales
de embriones de pollo de 6/7 dias producian un impresionante crecimiento
de las neuronas de estos ultimos (Figura 17). Esto sugirié que los tumores
producian una sustancia que estimulaba el crecimiento de los nervios. A su
regreso a Saint Louis en 1953, Rita estableci6 sus propios cultivos experi-
mentando con otros tumores.
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[Levi-Montalcini & Booker, 1940)

Figura 17. La famosa imagen de un ganglio sensorial de embrién de pollo cultivado en
ausencia (izquierda) y presencia (derecha) del factor de crecimiento nervioso.

Esa sustancia fue identificada y bautizada con el nombre de “factor de
crecimiento nervioso” o NGF por sus siglas en inglés (Figura 18). Para ello
se conto con el aporte de un bioquimico, Stanley Cohen, que se uni6 al gru-
po en 1952. El NGF fue el comienzo de una serie de estudios que condujo
al descubrimiento de una gran familia de factores del crecimiento que son
reguladores claves durante el desarrollo normal y en enfermedades (incluso
el cancer). Entre ellos el “factor de crecimiento epidérmico” o EGF por parte
de Stanley.

Rita y Stanley obtuvieron el Nobel de 1986 por su descubrimiento de los
factores de crecimiento'’. Viktor, en cambio, no lo recibi6 y eso fue motivo
de quejas por parte del mundo de la neurociencias al considerar que él estuvo
presente desde el origen de la linea de investigacion, 50 afos atras. De hecho,
antes del premio Viktor y Rita reconocian la importancia de sus contribucio-
nes independientes y conjuntas al trabajo que condujo al descubrimiento del
NGF (Figura 18).

10 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1986/summary/
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Figura 18. Viktor Hamburger, Rita Levi-Montalcini y Stanley Cohen.

Lo que es indiscutible es que se traté de un laboratorio de longevos: jViktor
vivié 101 afos, Stanley 98 y Rita 103! Para finalizar, hay unos datos adicionales
y curiosos. Por un lado se encontraron altos niveles de NGF en gente reciente-
mente enamorada, que descendian a sus valores originales al cabo de un afio.
Por otro lado se sugirié que el NGF puede contribuir a la longevidad y a un au-
mento de la capacidad mental. Rita Levi-Montalcini, ha estado tomando NGF
diariamente, como gotas oculares, y sostenia que a sus 100 afios su cerebro
estaba mas activo que 4 décadas antes. Sus ultimos articulos fueron publicados
pocos meses antes de su fallecimiento, en su casa de Roma.
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Capitulo 4

Salamandras, sapos y ranas

Salamandras, axolotes, sapos y ranas son los integrantes mas conocidos de
un grupo de animales vertebrados llamados anfibios. Los primeros vertebrados
vivian en el agua, como los peces actuales. La “conquista” del ambiente terrestre
fue posterior y, en la mayoria de los anfibios, la reproduccién y las primeras
etapas de la vida atn tienen lugar en el ambiente acuatico. El desarrollo em-
brionario no ocurre en el interior de las madres (salgo algunas curiosas excep-
ciones) y finaliza en una larva que se mueve, alimenta y respira (por branquias)
en el agua. Las larvas de las salamandras son similares a los adultos, pero las de
ranas y sapos se parecen al principio mds a un pez que a un individuo juvenil o
maduro de la misma especie. Son los renacuajos que, llegado un momento, se
transforman espectacularmente en una rana o un sapo capaz, en muchos casos,
de abandonar el charco en que nacieron y comenzar su vida terrestre.

Las contribuciones de los anfibios a la ciencia mas tempranas tuvieron lugar
en la Italia del siglo XVIII. Alli, Luigi Galvani, profesor de la Universidad de Bo-
logna, llevé a cabo sus famosos experimentos sobre los efectos de la electricidad
en los musculos de las patas de ranas (us6 las especies comunes en su region).
Con ellos formuld su hipétesis de la existencia de electricidad intrinseca en los
tejidos animales involucrada en procesos como la conduccién nerviosa y con-
traccion muscular. Asi sent6 las bases de la electrofisiologia. Al mismo tiempo,
el sacerdote y naturalista Lazzaro Spallanzani, que era profesor de la Univer-
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sidad de Pavia, estudio la fecundacion de las ranas, demostrando que ocurria
fuera del cuerpo materno, y la regeneracion de patas en las salamandras.

El comienzo de la embriologia experimental

Durante la mayor parte del siglo XIX el conocimiento de las primeras eta-
pas de la vida animal aumenté de manera muy intensa gracias a detalladas y
metodicas observaciones. Pero hacia fines de ese siglo se comenzaron a hacer
experimentos que consistian en alterar el desarrollo y observar las consecuen-
cias. Una breve revision de la historia de la embriologia permite conocer el
contexto en el cual tuvo lugar esta novedad.

La vieja controversia entre preformacion y epigénesis', aun dividia a los
embri6logos. En términos contemporaneos se discutia si las “instrucciones
para construir” un animal estaban rigidamente establecidas o bien si eran el
resultado de interacciones a lo largo del desarrollo del embrién, respectiva-
mente. Sin embargo, los fundamentos de ambas teorias eran entonces solo
especulativos.

Para establecer una fecha para el comienzo del nuevo enfoque experimental
del desarrollo es razonable elegir el aflo 1888. Fue entonces cuando el aleman
Wilhelm Roux publicé su observaciones acerca de la primera division celular del
cigoto de la rana verde comestible que él conocia como Rana esculenta Linnaeus,
1758. Esta rana se llama hoy Pelophylax k1. esculentus (Linnaeus, 1758), que es
un hibrido (por eso su nombre lleva las letras kl) entre dos especies cercanas de
Pelophylax. A diferencia de muchos hibridos entre especies, este puede ser fértil.

Al destruir una de las dos células que resultan de esa division con una aguja
caliente y observar el desarrollo de la otra, encontré que siempre obtenia solo
medio embrién. Se trataba de la mitad delantera, la posterior o una de las
longitudinales. Este experimento demostraba, aparentemente, que cada una
de las células contenia una parte de las “instrucciones”. Un desarrollo rigido.
En realidad el resultado no era correcto y se debié al efecto dafiino de la célula
muerta sobre su companera. La demostracion de que cada una de las dos cé-
lulas de un embrién temprano podia generar un individuo completo cuando
se las separaba (o sea, que ambas células tenian todas las “instrucciones”; un
desarrollo flexible) lleg6 en 1892 y su autor fue Hans Driesch. Pero ese em-
bridlogo, también aleman, uso erizos de mar como modelo animal, tal como
veremos en el capitulo 5. Hubo que esperar unos afios para comprobar que lo
mismo ocurre en los anfibios

1 Capitulo 1: Controversias sobre los embriones
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Las ranas ayudan a definir la idea de “modelo de investigacion”

Las ranas llegaron a la ceremonia solemne que se celebra en Estocolmo en
1920 de la mano del danés August Krogh, muy recordado por su “Principio’,
que expliqué en el capitulo 1. Se trataba de dos especies de anfibios muy co-
munes en Europa: la rana verde Pelophylax esculentus (la ex Rana esculenta ya
mencionada) y la rana comun europea Rana temporaria Linnaeus, 1758. Con
esos bichos, y varios otros, él realizo sus trabajos sobre la fisiologia de la respi-
racion y el papel de los capilares sanguineos por los cuales recibié su Premio”
Solo dos afos después Rana temporaria volvio a Suecia, esta vez en compaiiia
del inglés Archibald Hill y el aleman Otto Meyerhof quienes fueron galardo-
nados por sus estudios de la fisiologia del musculo’.

Y mas tarde le toco el turno a las salamandras

Las salamandras son anfibios que mantienen durante toda su vida una
cola con la que nadan y tienen generalmente cuatro extremidades similares;
algunas conservan las branquias en estado adulto. Ellas participaron en el
descubrimiento de la mitosis por Walther Flemming a partir de 1878, uno
de los eventos fundamentales de la biologia celular cuya historia narré en el
capitulo 1.

Estos interesantes animales fueron, y siguen siendo, modelos éptimos para
estudiar la regeneracion de patas, y el mas usado de entre ellos es el axolote.
Como su nombre sugiere, se trata de una salamandra mexicana. Aunque es
comun hallarlo en tiendas de acuarios y laboratorios en todo el mundo, el
axolote esta en peligro de extincion en su habitat natural: los lagos alrededor
de la ciudad de México.

En 1864 llegaron a Paris los primeros ejemplares vivos de axolote, y de
alli se expandieron por toda Europa gracias, sobre todo, a la aclimatacion y
difusién lograda por aficionados a los acuarios. El interés cientifico inicial
se enfocd en las particularidades anatémicas, su metamorfosis atipica, y en
determinar si el resultado de ella era una larva o un adulto. Luego se usé
como modelo en estudios de evolucidén, tanto a favor como en contra del
darwinismo, y sobre la herencia de los caracteres adquiridos. Finalmente,
se expandio su uso en la investigacion cientifica sobre el desarrollo, y, es-
pecialmente, la regeneracion. Actualmente existen lineas transgénicas y un

2 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1920/ceremony-speech/

3 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1922/ceremony-speech/
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gran interés en el estudio de las células madre que lo hacen renacer como un
importante animal de laboratorio. Pero todavia al axolote no le toco el turno
de acompanar a un Nobel.

Unas especies europeas de salamandras, que se llaman comtinmente trito-
nes llegaron a la ceremonia de Estocolmo unos aflos mads tarde que las ranas,
en 1935, cuando el zo6logo alemdn Hans Spemann recibi6 el Nobel por el des-
cubrimiento del efecto conocido como induccién embrionaria*. Los tritones
son personajes de la mitologia griega en los que la parte superior del cuerpo es
de un humano y la inferior de un pez. Es equivalente a una sirena, pero mas-
culino (Figura 19).

Figura 19. Triturus cristatus (Laurenti, 1768). Arriba el macho con su cresta presente en la
época reproductiva; abajo la hembra.

Los primeros experimentos de Spemann comenzaron en 1897 y de alguna
manera demostraron, con tritones, que las conclusiones del trabajo de Roux
con ranas estaban equivocadas, confirmando los ya mencionados hallazgos de
Driesch en erizos de mar.

Mediante un cabello de su hija Margrette, que eligié debido a su delgadez,
separ6 con un nudo las dos células iniciales de un embrion de triton. Esas cé-
lulas permanecieron unidas solo por una zona delgada. Dej6 que prosiguiera
el desarrollo y observo que aparecian dos embriones, mas pequefios que el
original, pero completos. Practicando la constricciéon en el cigoto, obtenia
una parte con el nucleo celular y otra sin él. Si dejaba que el nucleo se divi-
diese varias veces y después hacia pasar uno de ellos a la parte “vacia” (sin

4 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1935/ceremony-speech/
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nucleo), obtenia dos embriones de distinto tamafio. El mas pequefio era el
que recibié el nicleo mas tarde (Figura 20). Pero resulta que el cigoto no es
una esfera indiferenciada: tiene dos “polos” algo diferentes y, por lo tanto,
un “ecuador”. El experimento solo tenia éxito cuando el nudo separaba las
mitades del cigoto de modo tal que ambas tuvieran material de los dos po-
los. Pero si el nudo lo efectuaba a lo largo del ecuador del cigoto, no lograba
ese resultado y eso fue una sefial de la existencia de distintas regiones en el
cigoto.

8 células

81 7
nucleos . .
nucleo "emigrado"

Figura 20. Cabellos de Magrette Spemann, el procedimiento experimental empleado por su
papa en 1903 y el resultado del mismo.
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Simultdneamente, Spemann estudi6 otro fenémeno usando primero una
rana, que hoy se llama Pelobates fuscus (Laurenti, 1768) y que él conocia como
Rana fusca Meyer, 1795. Se trata de la induccion de un tejido por otro durante
el desarrollo. Para eso tomaba embriones avanzados que ya tenian formado el
cerebro, incluso lo que se llama “copa éptica” a los lados del mismo. Se trata de
la parte que inervard el ojo. Cuando extirpaba la copa de un lado, la epidermis
de ese lado no generaba el cristalino, que es el lente del ojo. Mientras tanto, el
ojo del otro lado se construia normalmente. Llegd a la conclusion que el tejido
nervioso de la copa era necesario para que se diferencie el tejido epidérmico y
se forme el lente.

Mas tarde, el interés de Spemann derivé desde la formacion de 6rganos
especificos hacia los fendmenos inductivos que ocurren en las primeras eta-
pas del embrién y que condujeron a la formalizacion del concepto de “orga-
nizador”.

Induccion: hay que organizar el embrion (poner las partes en su lugar)

Entre 1914-1919 Hans Spemann realiz6 experimentos de constriccion en
estadios embrionarios mas tardios, llamados gastrula. Las gastrulas son el
resultado de desplazamientos de las células que en el caso de los anfibios y
otros animales (pero no en todos) consiste en un ingreso al interior de la
temprana esfera de células. El resultado es una cavidad interna comunica-
da con el exterior por un orificio llamado blastoporo. En este estadio, las
porciones aisladas del embrion que contenian el lado dorsal del blastoporo
formaban embriones mas complejos que aquellos que contenian otras partes.
Los bidlogos usan términos curiosos para nombrar las cosas y a esa parte del
embridn la llaman “labio dorsal del blastoporo” o labio dorsal, si hay sufi-
ciente confianza.

Spemann describid el labio dorsal del blastoporo como “centro de diferen-
ciacién” (1918) y luego como “centro de organizacion” (1919): este centro ac-
tuaria influenciando la diferenciacion y organizacion de células situadas por
fuera de él. Eso es un caso evidente de inducciéon embrionaria. El proximo
paso fue usar técnicas de trasplante para examinar directamente si el labio
dorsal del blastoporo podia cambiar el destino de otras células (1916), que
complementd luego con trasplantes interespecificos como una manera de re-
conocer los tejidos del donante y el receptor (1917). Ya habia antecedentes
de esas técnicas: el embridlogo estadounidense Ross Harrison habia logrado
trasplantes interespecificos con éxito entre embriones de Rana palustris y R.
sylvatica en 1903. Con ese procedimiento Spemann comenzd a trabajar con
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tres especies de tritones que difieren en la pigmentacion de sus huevos: Triton
taeniatus Linnaeus, 1758 y Triton alpestris Laurenti, 1768 (pigmentados) y Tri-
ton cristatus Laurenti, 1768 (no pigmentados). Los nombres de las tres especies
cambiaron y ahora son Lissotriton vulgaris, Ichthyosaura alpestris 'y Triturus
cristatus (el de la Figura 19), respectivamente.

Los primeros resultados de los experimentos de trasplante aparecieron en
1921, pero la tinica mencién del uso del labio dorsal del blastoporo fue inclui-
da como una “postdata”; se trataba de un solo experimento llevado a cabo por
su nueva estudiante graduada, Hilde Proescholdt (luego, de casarse se llaméd
Hilde Mangold) mientras escribia el articulo. A partir de entonces, ella tratd
de repetir con éxito ese experimento y, de cientos de embriones quiméricos,
solo 5 sobrevivieron; esos 5 datos formaron la base del articulo publicado en
1924 junto a Spemann.

Ese trabajo form¢ parte de la tesis doctoral de Hilde Mangold y es consi-
derado el fundamento de la obtencién del Nobel por parte de su profesor. Ella
murié poco después de la publicacidon conjunta de los resultados en 1924, por
un accidente doméstico.

El labio dorsal fue tomado de T. cristatus (huevos no pigmentados) e im-
plantado en T. taeniatus (huevos pigmentados); las células trasplantadas po-
dian distinguirse por su coloracién incluso en la superficie del embrion entero.
La mayoria de los embriones murié en estadios de relativamente tempranos
y solo uno (Um 132) llegé a un estadio tardio. Los cortes histologicos de los
5 embriones que sobrevivieron mostraron que las células del donante y del
receptor se podian distinguir en el interior del embrién. Las células del labio
dorsal del blastoporo trasplantadas al lado ventral organizaron a las células
vecinas de modo tal que se formaron un segundo sistema nervioso central,
los precursores de la musculatura dorsal y hasta otro intestino (Figura 21). La
conclusion fue que el pequeiio grupo de células que forma el labio dorsal tiene
la capacidad de diferenciar las células adyacentes y generar la parte dorsal del
embrion. Fue bautizado “organizador primario” y luego “organizador de Spe-
mann-Mangold”

La baja supervivencia de los embriones trasplantados se debi6 a infecciones
microbianas y al uso de agua de estanques, cuya composicion ionica diferia de
los fluidos intraembrionarios. Pocos afios después, un discipulo de Spemann,
Johannes Holtfreter, desarrollé un medio de cultivo y un procedimiento de
esterilizacion del instrumental que aumento la supervivencia de los embrio-
nes hasta estadios en los que se reconoce cabeza y cola. Como tantos otros,
Holtfreter tuvo que abandonar su pais debido a la persecucion de los nazis, y
finalmente desarrollo una prolifica carrera en los Estados Unidos.
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embrion primario

trasplante

Figura 21. Arriba: Hilde Mangold con su bebé en 1924 y Hans Spemann. Abajo: Fotografias
del trabajo original de Spemann y Mangold de 1924. A la derecha el embrion 132 intacto y a
la izquierda un corte delgado (visto en microscopio) realizado en la mitad del mismo (linea de
puntos) que muestra el desarrollo de la parte dorsal de dos embriones en paralelo (flechas),
una de ellos a partir del trasplante.

En 1932 Conrad Waddington, un viejo conocido nuestro®, descubrié la ubi-
cacion del organizador primario en el embridn de pollo, que es aparentemente

5  Capitulo 3: El largo camino al Nobel 2007 empieza en una cuestion de potencia
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muy distinto al de los anfibios dado que no hay una estructura comparable
al blastoporo. Ese fue el primer paso, luego se descubrié en la mayoria de los
animales, hasta en anémonas de mar y esponjas. Eso no es de extrafiar: en 1909
Ethel Browne, una estudiante de postgrado de la Universidad de Columbia,
en Estados Unidos, publicé un articulo en el que demostrd por primera vez
la induccién por medio de trasplantes. El modelo de investigaciéon de quien
seria luego experta en embriologia de erizos de mar, fue Hydra, un animal muy
simple pariente de medusas, corales y anémonas de mar.

La historia de la ciencia planted aqui varias preguntas provocativas sobre
las razones por las cuales ni el comité Nobel ni otros embriélogos relaciona-
ron su descubrimiento con el de Spemann y Mangold. ;Se debi6 a considerar
que Hydra estaba muy alejada de los vertebrados o la razén fue que Browne
solo era estudiante y ademas mujer? ;Tuvo el articulo alguna influencia en el
pensamiento de Spemann y Mangold? El primero de ellos nunca lo mencioné
aunque se sospecha que si lo leyd®.

A lo largo de las décadas siguientes se fue descubriendo como se orga-
niza el organizador. Para ello hubo que desandar el desarrollo del embrién
hasta llegar al cigoto, y mas atrds, hasta el ovocito sin fecundar. El modelo de
investigacion cambid: las salamandras fueron reemplazadas por una rana su-
dafricana que se convirtid en estrella, como veremos mas adelante. Primero se
describid una secuencia de eventos visibles en el embrion que se inicia con una
acumulacién de ARNm en una region definida del ovocito. El paso siguiente
fue el estudio de la biologia molecular de la induccién. Es decir, ;cuales son
las proteinas que ese ARNm produce y cuales los genes responsables de su
produccién? Un equipo dirigido por Edward De Robertis, un profesor de la
Universidad de California en Los Angeles, aisl6 el primer gen especifico del
organizador. De Robertis es conocido en el mundo académico como Eddie y
nacié en Montevideo, Uruguay, durante del exilio de su padre, un cientifico ar-
gentino que mencionaré mas adelante en este capitulo. Luego fueron hallados
distintos genes que se activan sucesivamente, unos a otros, desde el ovocito sin
fecundar hasta que hay evidencias fisicas del organizador primario, o sea el
labio dorsal. Asi se pudo descubrir como se regula el desarrollo de los demas
tejidos del embridn, particularmente la disposicion de los mismos en el eje
dorso-ventral del cuerpo (el que va de la panza a la espalda, en nuestro caso).
Por dltimo (por ahora), hubo un descubrimiento fundamental para entender
muchos detalles de la evolucion de los animales del cual participé Eddie: los

6  Lenhoff, H. M. (1991). “Ethel Browne, Hans Spemann, and the Discovery of the Organizer
Phenomenon, Biological Bulletin181:72-80.
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mismos genes organizan ese eje dorso-ventral en distintos animales no im-
porta que 6rganos se ubican en el dorso y cuales en el vientre. Pero eso es otra
historia, no nobelizada atn’.

El sapo argentino

El zodlogo y paleontdlogo aleman Reinhold Friedrich Hensel fue comisiona-
do por la Academia de Ciencias de Berlin para ir al sur de Brasil y coleccionar
especimenes de animales cerca de la colonia alemana existente en Porto Alegre.
En 1867 publicd la descripcion de una especie de sapo encontrado en Rio Gran-
de que bautizé como Bufo arenarum. Se trata de un anfibio muy comun en Ar-
gentina, Chile, Uruguay, sur de Brasil y Bolivia y que habita incluso en ambientes
urbanos. Se lo llama “sapo argentino” y, tras haber cambiado recientemente de
nombre genérico, la ciencia hoy lo denomina Rhinella arenarum (Hensel, 1867)
(Figura 22). Durante muchos afos fue usado como modelo de investigacion en
endocrinologia por Bernardo Alberto Houssay quien recibi6 el Nobel en 1947
por sus descubrimientos sobre el papel que desempefian las hormonas de la hi-
pofisis en la regulacion de la cantidad de la glucosa en la sangre. Comparti6 el
honor con los checos (nacionalizados norteamericanos) Carl Ferdinand Cori y
Gerty Theresa Cori, la primera mujer en recibir el Nobel en Medicina o Fisio-
logia, que descubrieron el mecanismo de la conversion catalitica del glucogeno.

Figura 22. Rhinella arenarum (Hensel, 1867) y Bernardo Houssay.

7 Spivak, E. La langosta invertida. Apuntes sobre evolucion y desarrollo animal Ciencia Hoy
11(56): 50-57.
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Don Bernardo fue el primer argentino y latinoamericano laureado en Cien-
cias por la Academia Sueca. Su primer trabajo lo habia publicado en 1910 y
trataba sobre la hipdfisis de la “rana criolla” que entonces se llamaba Lepto-
dactylus ocellatus (Linnaeus, 1758) y, a partir de 2010, Leptodactylus latrans
(Steffen, 1815). Continué con sus trabajos sobre la hipdfisis con Rhinella are-
narum pero luego se interes6 por la mayoria de las glandulas endécrinas y en
especial en la interaccion de las mismas, usando otros modelos animales como
los perros. Asi descubrid el papel del l6bulo anterior de la hipoéfisis en la re-
gulacion del metabolismo de los hidratos de carbono y en la patogénesis de la
diabetes; por esos hallazgos recibié el Nobel. Estuvo alejado de la Universidad
entre 1943 y 1955 por su disidencia con los gobiernos de ese momento, y por
ese motivo su logro fue poco celebrado en su pais entonces.

En 1942, el citélogo Eduardo D. P. De Robertis (el padre de Eddy) traba-
jaba en el Instituto de Anatomia General y Embriologia que dirigia entonces
Houssay. También exiliado, primero trabajé en Montevideo, Uruguay, luego en
Estados Unidos, y la importancia de su contribucién a la ciencia la trataré un
poco mas adelante; regresé a la Argentina luego de 1955. Pero volviendo al sapo,
De Robertis padre descubrié que la inyeccién de una hormona de la hipéfisis
llamada gonadotrofina provoca la liberacion de espermatozoides en machos de
Rhinella arenarum. Su colega Carlos Galli Mainini, que trabajaba en un hospital
de Buenos Aires, inyect6 orina de mujeres embarazadas (que deberia contener
gonadotrofina) en el saco linfatico dorsal de sapos macho. Luego de 2 o 3 ho-
ras examino la orina del sapo al microscopio y alli estaban los espermatozoides.
Bautizada en su honor como Reaccion de Galli Mainini, proporcioné un modo
eficaz y econdmico de diagnostico precoz del embarazo usado masivamente en
toda América Latina durante varias décadas por su simplicidad y bajo costo,
hasta la introduccién de nuevos tests inmunologicos en la década de 1960.

Las ranas y los neurotransmisores

La rana verde comestible de Europa, Pelophylax esculentus, volvié a apare-
cer en Estocolmo en 1936. Ella tuvo una parte importante en estudio sobre las
bases quimicas de la transmisién nerviosa que llevaron a cabo Henry Dale y su
amigo Otto Loewi, por el cual ambos recibieron el Nobel®.

La historia habia comenzado casi 40 afos antes cuando Santiago Ramoén y
Cajal’ estableci6 la neurona como la unidad funcional del sistema nervioso en

8  https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1936/ceremony-speech/

9  Capitulo 2: Debut en Estocolmo de la mano de un espafiol y un italiano
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el afio 1889, y continué cuando el polifacético cientifico inglés Charles Scott
Sherrington inventd en 1897 la palabra sinapsis para definir al espacio entre
las neuronas por el cual se transmite el “impulso nervioso” (Figura 6). She-
rrington y su compatriota Edgar Adrian recibieron el Nobel en 1932 por sus
descubrimientos relacionados con las funciones de las neuronas™.

En un principio la idea que prevalecid para explicar como se transmitia el
impulso entre neuronas era la sinapsis eléctrica, o sea (en términos actuales)
el paso de la excitacion eléctrica directamente de una a otra. Todo el asunto
de la conduccidn nerviosa a lo largo de una neurona lo veremos mas adelan-
te, pues se uso6 otro animal para entenderlo: el calamar (capitulo 6). En 1877,
cuando dominaba la teorfa de la transmision eléctrica, el fisi6logo aleman
Emil Du Bois-Reymond propuso una hipoétesis diferente, aunque no la pudo
fundamentar en evidencias empiricas. Consistia en que los nervios podrian
estimular los musculos por medio de sustancias quimicas. Son las que ahora
conocemos como neurotransmisores, moléculas que se producen de un lado
de la sinapsis, atraviesan ese espacio y actiian del otro lado. La adrenalina y la
acetilcolina fueron los primeros neurotransmisores que se descubrieron.

En 1904 Thomas Elliott habia observado que los efectos de algunos com-
puestos de la sangre (como la hormona adrenalina) sobre los tejidos eran muy
similares a los de la estimulacion los nervios del sistema nervioso simpati-
co''. Propuso que cuando los nervios simpaticos se estimulaban liberaban una
substancia (en este caso la adrenalina) por sus terminaciones nerviosas que
afectaba a los drganos del cuerpo. Y al afio siguiente John Langley, fisidlogo de
la Universidad de Cambridge en Inglaterra, propuso el concepto de receptores
especificos que unen sustancias transmitidas (o también drogas) a las células
iniciando efectos bioldgicos o inhibiendo funciones. Estos receptores fueron
entidades hipotéticas hasta la década de 1960.

Vuelvo a Dale y Loewi. El primero, inglés, descubri6 la acetilcolina hacia
1914 y observo que su efecto sobre los drganos del cuerpo era simular a la
estimulacion del sistema nervioso parasimpatico. Otto Loewi, por otra parte,
habia nacido en Alemania y consiguid trabajo en Austria, donde experimentd
con las ranas hasta que lo echaron los nazis por ser judio; como en otros casos
ya mencionados, emigré a los Estados Unidos. Sin embargo no existian prue-
bas del papel de los neurotransmisores en el funcionamiento de los nervios

10 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1932/ceremony-speech/

11 Elsistema nervioso autonomo inerva los musculos involuntarios de los drganos internos. Se
reconocen varios subsistemas, entre ellos dos de efectos opuestos: el simpatico (activacion) y
el parasimpatico (regreso al estado de equilibrio y conservacion después de la activacion).
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hasta 1921, cuando Loewi publicé el primero de una serie de articulos en los
que describia sus experimentos con ranas. En ese afio también propuso el con-
cepto de transmision neuro-hormonal, o sea de neurotransmisores que actian
en la sinapsis entre un nervio y una glandula endécrina.

Cambiemos de rana pero no de tema. El Nobel de 1970 fue compartido por
tres investigadores de diferentes naciones por sus “descubrimientos sobre los
neurotransmisores y el mecanismo de su almacenamiento, liberacion e inacti-
vacion”'? Se trata del norteamericano Julius Axelrod, el sueco Ulf von Euler y
el aleman Bernard Katz (que también escapd de los nazis por ser judio, trabajo
en Australia y se radicé en el Reino Unido). Los dos primeros trabajaron con la
adrenalina y sus modelos animales fueron ratas y gatos, principalmente.

El biofisico Katz (jque en aleman significa gato!), en cambio usé a Rana tem-
poraria. También participd en los estudios con el axdn gigante del calamar, pero
eso es otra historia que se narra en el capitulo 6. En esa rana descubrid, en co-
laboracion con el britanico Paul Fatt, unas proteinas de la membrana celular”
que funcionan como receptores de la acetilcolina. Ellos propusieron que, al ser
estimulados por la acetilcolina, dichas proteinas permitirian el paso de iones'
(serian unos hipotéticos “canales i6nicos”; unos infimos tubos rellenos de agua
con un sistema de compuertas que permite o impide el paso de iones) y la crea-
cion de una corriente eléctrica que, finalmente, provoca la contracciéon muscular.
Con el mejicano Ricardo Miledi, entre otros, demostrd con ese mismo modelo
que la acetilcolina no era liberada en forma continua, sino en pequefios paquetes
o cuantos, y que cada uno producia una pequefia sefial en la fibra muscular.

La localizacion fisica de esos cuantos fue lograda con el advenimiento del
microscopio electronico. Se trata de un gran nimero de vesiculas en las termina-
ciones nerviosas, que fueron bautizadas como vesiculas sinapticas por el argen-
tino De Robertis y el norteamericano Henry Stanley Bennett en 1954. Pero en
esas investigaciones citoldgicas “colaboraron” las ratas y no las ranas (Figura 23).

Los Nobel dedicados al estudio de la conducciéon nerviosa prosiguieron,
pero el modelo experimental cambid y por eso la historia continuara mas ade-
lante. Sin embargo, la rana verde tuvo una nueva oportunidad de participar
de la ceremonia 55 aflos mas tarde. En 1976, los alemanes Erwin Neher y Bert
Sakmann publicaron un trabajo en el que probaron la postulada existencia de

12 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1970/summary/

13 La historia del descubrimiento de la membrana celular estd resumida en el capitulo 1:
Células, nicleos y cromosomas.

14 Los iones son atomos o agrupaciones de atomos que adquiere una carga eléctrica (positiva
o negativa) por pérdida o ganancia de uno o mas electrones.
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canales ionicos, que no habia sido demostrada empiricamente, mediante una
técnica llamada “patch-clamp”. Esos canales, entre otras funciones, permiten
la generacion de potenciales de accién (este concepto se desarrolld usando
calamares y se explicara en el capitulo 6) en las neuronas, que son la base de la
conduccion de informacion por las mismas.

Con esa técnica pudieron medir exactamente la apertura y el cierre de un
canal i6nico en la membrana y explicar la selectividad de un canal por uno u otro
tipo de ion. Las investigaciones las efectuaron sobre canales iénicos asociados
con el receptor de la acetilcolina en la sinapsis neuromuscular, la mas estudia-
da entonces entre todas las membranas bioldgicas. Especificamente, en aquellos
aislados en la membrana de musculo desnervado de la rana verde Pelophylax
esculentus. Por sus descubrimientos, Erwin y Bert recibieron el Nobel de 1991*.

Neher Sakmann De Robertis

-

espacio
sinaptico

Loewe Katz

Figura 23. Esquema de una sinapsis quimica y los aspectos descubiertos a lo largo de buena
parte del siglo XX, en particular con aquellas en las que el neurotransmisor es la acetilcolina.
Estan representados los Nobeles Loewe (1936), Katz (1970), Neher y Sakmann (1991), que
trabajaron con ranas. Ademas, el investigador De Robertis quien observd y describid las vesiculas
sinapticas (pero usando ratas). El 1 sefiala la membrana celular de la terminacion de un axon,
llamada presinaptica y el 2 la membrana celular de una dendrita, llamada postsinaptica.

15 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1991/summary/
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Xenopus laevis, una nueva estrella internacional

Lancelot Thomas Hogben fue un cientifico y pensador inglés, polifacético,
médico de formacion, fisidlogo, zodlogo autodidacta, ademas de divulgador
cientifico, estadistico y militante politico contra el racismo y la utilizacién de
la genética para justificarlo. Entre otros trabajos, aisl6 la hormona melanocito
estimulante responsable del cambio de color de las ranas con Julian Huxley y
J. B. S. Haldane. Hogben introdujo a la rana de ufas africana” Xenopus laevis
(Daudin, 1802) como modelo para la investigacion bioldgica cuando ¢l y su
familia fueron a vivir a Ciudad del Cabo, Sudafrica, en una zona con gran
diversidad bioldgica, donde empez6 a usarla en experimentos (Figura 24). Sus
estudios de endocrinologia dieron lugar a un test de embarazo (equivalente a
la Reaccién de Galli Mainini) relativamente fiable, de gran importancia clinica
y social durante algunas décadas.

Figura 24. Xenopus laevis (Daudin,
1802) de Chimanimani, Manicaland,
Zimbabwe. Se ven las ufias, que le
dan su nombre.

El descubridor de la especie fue el extraordinario zodlogo francés Francgois
Marie Daudin, quien describi6 en el siglo XVIII numerosas aves, reptiles anfi-
bios y un par de invertebrados a pesar de la limitacién que le causaba la para-
lisis de sus piernas. La bautizé Bufo laevis. Esta rana es nativa del sur de Africa
donde habita en lagunas de aguas estancadas, cubiertas de algas, en planicies y
en arroyos en regiones aridas; solo sale del agua cuando migra. Hay poblacio-
nes introducidas en California, Chile y Gran Bretafa y probablemente muchos
otros lugares.

Los machos adultos pesan alrededor de 60 g y miden 5 a 6 cm de largo, las
hembras, mas grandes, pesan unos 200 gy su largo es de 10 a 12 cm. El apa-
reamiento ocurre hasta 4 veces por afo, sobre todo de noche. La hembra libera
varios centenares de huevos durante unas 3 o 4 horas, y los adhiere a plantas
u otros objetos sumergidos. Los huevos fecundados tras el amplexo o abrazo
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sexual son al principio unas esferas que, al cabo de unas 20 horas, comienzan
a transformarse en renacuajos. Esa transformacion dura unos 4 dias y los re-
nacuajos son unos activos nadadores que se alimentan filtrando particulas de
agua. La metamorfosis tiene lugar 6 a 8 semanas después de la puesta de los
huevos y dura de 4 a 5 dias en los cuales reabsorben la cola y completan sus
cuatro extremidades. La madurez reproductiva tiene lugar 10 a 12 meses des-
pués y la duracion de la vida en condiciones naturales es de hasta 15 afios. No
es exigente en cuanto a la comida; se alimenta de insectos vivos o muertos y
residuos organicos. En cautiverio, a 25°C, maduran en 60 dias y pueden llegar
a vivir 20 afos.

Xenopus laevis se usa muchisimo como modelo de investigacién, sobre
todo en embriologia de vertebrados. Eso se debe a la facilidad de su cria y
a los pocos cuidados que requiere, pero sobre todo porque las hembras son
prolificas y los huevos son transparentes, lo que hace facil observar el desarro-
llo del embrién. Gracias a eso, el embriologo holandés Pieter D. Nieuwkoop
desarrolld un sistema de nomenclatura para los 66 estadios de su desarrollo,
desde el cigoto (estadio 1) hasta la madurez sexual (estadio 66). Lo publicd
por primera vez en 1956 en colaboracion con su compatriota Jacob Faber y se
sigue usando'.

En 1984 un equipo de investigacion formado por el argentino Andrés Ca-
rrasco, William McGinnis, Walter Gehring y el ya mencionado Edward De
Robertis identificé en Basilea, Suiza, el primer gen regulador del desarrollo de
los vertebrados en Xenopus laevis. Se trataba del homeobox. Anteriormente se
habia identificado, y comprendido su funcién, en otro modelo animal, pero
invertebrado: la mosca Drosophila melanogaster. La importancia del descu-
brimiento del homeobox en la mosca la comentaré en el capitulo 8, pero su
hallazgo en la rana fue una demostracion clave de la uniformidad de los meca-
nismos del desarrollo embrionario en los animales. Una conclusion evolutiva
fue que ese mecanismo ya estaba presente en el antepasado comun de la mayor
parte de los animales actuales, que debe haber vivido hace mas de 500 millones
de anos (Figura 1, A). El genoma completo de Xenopus tropicalis, una especie
muy cercana y mas apropiada para estudios genéticos que Xenopus laevis, se
secuencio6 en 2010".

16 Nieuwkoop, PD.; Faber J. (1967). Normal Tables of Xenopus laevis (Daudin). North Ho-
lland Publishing Cy, 2nd Ed., 252 pag.

17 Rokhsar, D. S. et al.(2010). The Genome of the Western Clawed Frog Xenopus tropicalis.
Science 328(5978): 633-636.

78



4. Salamandras, sapos y ranas

Clones: de Xenopus laevis a Dolly

En el afio 2012, Xenopus laevis acompaiid a John B. Gurdon a la recepcion
del Nobel que se le concedi6 junto a Shinya Yamanaka'® por el descubrimiento
de la reprogramacion de células maduras que les devuelve la potencialidad
embrionaria.

A comienzos de la década del 1960 se pensaba que la diferenciacion celular
era irreversible, como mencioné antes'. A medida que las células del embrién
se dividen, se diferencian para formar los distintos tipos, como las epidérmi-
cas, musculares, sanguineas o nerviosas. Pero una vez ocurrido esto no habria
vuelta atrés, el camino contrario estaba prohibido.

La historia de John Gurdon, un auténtico gentleman, es interesante. Cuan-
do tenia 29 afios €l presentd ante sus colegas su descubrimiento de la factibili-
dad de volver atras en el desarrollo. Su hipétesis consistia en que el nicleo de
cada célula del cuerpo contiene toda la informacién genética necesaria para
producir varios tipos distintos de células. Y la demostré con un experimen-
to relativamente simple (Figura 25). Primero destruyé el nucleo de la célula
inicial de Xenopus laevis con luz ultravioleta. Luego insert6 el nucleo de una
célula ya diferenciada del intestino de un renacuajo. Si esa célula especializada
hubiera perdido segmentos del material genético, el desarrollo del huevo tras-
plantado no podria continuar. jPero si lo hizo y obtuvo una rana adulta!

Al principio esta técnica inventada por un investigador joven, llamada clo-
nacion, originé muchas dudas y poco entusiasmo en la comunidad cientifica.
Pero luego fue aceptada y se comenzo a usar en otras especies animales con
algunas modificaciones. El ejemplo mas famoso fue la oveja Dolly en 1997. O
sea, las células contienen toda la informacién genética original y los genes son
“activados” donde y cuando corresponda. La hipdtesis alternativa, descartada
en el experimento de John Gurdon era que esa informacion genética se habia
perdido en parte durante la diferenciacion®.

18 Capitulo 2: Marcha atras en el ciclo de vida del ratén

19 Capitulo 2: El largo camino al Nobel 2007 empieza en una cuestion de potencia y Marcha
atras en el ciclo de vida del ratén

20 Estas dos alternativas fueron esbozadas en los comentarios sobre Roux, Driesch y Spe-
mann de este capitulo.
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Figura 25. John Gurdon y su experimento inicial. Destruyo
el nucleo del cigoto o primera célula de una rana (1) y lo
reemplazé con un ndcleo de una célula ya diferenciada de
un renacuajo (2) El cigoto se desarrollé como un renacuajo
normal que dio origen a una rana (3).

® ® ®

— m—

Pero habia un problema: los genes solo se activaban cuando eran trans-
feridos a una célula embrionaria sin nucleo. ;Seria posible “reprogramar” el
nucleo de una célula diferenciada en su propio lugar? La respuesta la dio final-
mente Shinya Yamanaka con sus ratones?'.

21 Capitulo 2: Marcha atras en el ciclo de vida del raton
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Capitulo 5

Erizos de mar

Los animales que traté en los capitulos anteriores diferian en su aspecto
pero tenian varias cosas en comun. Entre ellas la columna vertebral, razon por
la cual se los llama vertebrados. A partir de ahora le toca el turno a animales
sin vertebras. Un famoso naturalista francés que tenia el imponente nombre de
Jean-Baptiste Pierre Antoine de Monet, Chevalier de Lamarck, los bautizé en
1801 como “invertebrados”.

El primero de los invertebrados asociados a importantes descubrimientos
en biologia que voy a considerar aqui serdn los erizos de mar. Se trata de seres
con una forma semiesférica, una cubierta rigida pero con 5 hileras de espinas
moviles, a veces largas (Figura 26) y una “boca” con dientes en su superficie
inferior. Claro que hay variaciones en cuanto a forma y simetria, pero no es
el caso considerarlas aqui. Todos ellos pertenecen a un grupo de animales
marinos llamados equinodermos, cuyos representantes mas conocidos son
las estrellas de mar.
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Figura 26. Morfologia de un erizo de mar. En la imagen (vista lateral) se observan las hileras
de espinas; a la izquierda, arriba, (detalle de la superficie inferior), se ven espinas y la boca
con sus dientes, rodeada por los “pies tubulares” con los que se desplazan.

Desarrollo indirecto y larvas

Los ratones y los pollos se parecen bastante cuando nacen a lo que seran
como adultos; eso se llama “desarrollo directo”. Sin embargo, muchos animales
son muy diferentes del adulto al nacer, al punto que es dificil identificar ambas
etapas de la vida como pertenecientes a la misma especie. Es el “desarrollo
indirecto”, en el cual se distinguen dos fases, larva y adulto. La transicion entre
ellas se llama metamorfosis, que implica un cambio de forma. Los anfibios tie-
nen dos fases a lo largo de su vida, y metamorfosis, pero los cambios entre ellas
son “relativamente suaves’. Aunque difieren en muchos detalles, renacuajos y
ranas tienen columna vertebral y similares sistemas nerviosos. Algo similar
sucede con algunos insectos, como grillos, langostas y chinches. En cambio
muchos otros, como los adultos de mariposas, escarabajos, moscas y abejas
surgen de la gran transformacion de un gusano'.

1 Spivak, E. (2015). Larvas y metamorfosis. Ciencia Hoy 25 (145): 25-31.
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El ciclo de vida tipico de la mayoria de los erizos de mar empieza cuando
los adultos liberan 6vulos y espermatozoides en el agua de mar. Alli, cerca de
los padres, tiene lugar la fecundacion y comienza el desarrollo del embrion.
Luego de la multiplicacién y organizacion espacial de las células de ese em-
brién, surge un individuo pequefio, transparente, que vive en el plancton ali-
mentdndose de algas unicelulares o, eventualmente, de las reservas maternas.
Es la larva pluteus.

La primera descripcion detallada de esa larva se debe al zodlogo y fisidlogo
aleman Johannes Miiller, quien la recolecté en 1846 en el Mar del Norte, cerca
de la isla de Helgoland. Sin saber todavia de que se trataba, bautizo el espéci-
men como Pluteus paradoxus (Figura 27). Un ano después publico los resulta-
dos de un meticuloso estudio en el cual, ademads, describio el desarrollo de la
larva y su metamorfosis hasta llegar a un adulto: una estrella de mar de brazos
fragiles u ofiura, llamada hoy Piura albida Forbes 1839. Entretanto, Pluteus
paradoxus designa hoy a una especie de hongo de sombrero.

Figura 27. Pluteus paradoxus
(en este caso la larva de una
estrella de mar) dibujada por
Ernst Haeckel, Kunstformen
der Natur (1904).

En ese trabajo Miiller también menciono otras larvas similares que, cuando
adultos, son erizos de mar. Hoy las larvas de las ofiuras y los erizos, en general,
se llaman pluteus. Es dificil entender porqué bautizaron como pluteus a esa
larva, ya que la palabra en latin se refiere a un artefacto militar romano!
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Pero volvamos a lo nuestro. La metamorfosis de la pluteus de un erizo de
mar es muy “abrupta” o “radical’, al igual que en la mayoria de los equinoder-
mos y de muchos otros invertebrados marinos (Figura 28).

formacion de
rudimentos del
adulto y reabsorcion
de organos larvales

desarrollo
de la larva
pluteus en
el plancton
0
metamorfosis
' 4 y migracion
liberacion al fondo
de 6vulos N
Y ©SPEIMa 4 dulto en el fondo del mar

Figura 28. Esquema del ciclo de vida tipico de un erizo de mar

Solo un pequeno grupo de células de la larva, que permanecen indiferen-
ciadas, dara origen al adulto que vive en el fondo marino; el resto de las mismas
son reabsorbidas. jEs como un segundo nacimiento! Eric Harris Davidson, el
gran bidlogo evolutivo y del desarrollo, del cual hablaré cerca del fin de este
capitulo, y sus colaboradores, han bautizado en 1995 a este tipo de desarrollo
como “desarrollo indirecto maximo”.

El desarrollo indirecto de los invertebrados marinos trae una consecuencia
para su empleo como modelos de investigacion: es dificil completarlo en el
laboratorio y hay que obtener el material del ambiente en que viven. Por lo
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tanto, no es posible lograr una uniformidad genética como la que caracteriza
a los ratones, pollos y Xenopus. A pesar de ello, ya desde los primeros estudios
sobre la etapas mas tempranas de la vida de los erizos de mar se pudo percibir
que esos minusculos seres del plancton eran un modelo extraordinario para
estudiar el desarrollo de un embrién en vivo.

Primeros estudios

Los estudios fundacionales se llevaron a cabo en Europa durante el siglo
XIX. Un afo clave fue 1847, y los protagonistas fueron cuatro o quizas cinco:
el erizo comestible europeo Echinus esculentus Linnaeus, 1758, una especie de
gran tamano, con un didmetro de unos 15 cm en la madurez, que estd sobreex-
plotado y en peligro, posiblemente otra especie de erizo del Mediterraneo, dos
cientificos franceses, y uno estonio.

Ese enero de ese afio la Academia de Ciencias de Paris publicé una nota
de Adolphe Dufossé, del cual no se conocen muchos datos excepto que era
médico y profesor en Marsella. Alli describi6 la fecundaciéon de huevos de
Echinus esculentus cuando se los colocaba con agua de mar que contenia se-
men, y el posterior desarrollo del embrién y la larva. Sin embargo, él todavia
no comprendia el papel del semen en ese proceso. Por el contrario, su punto
de vista era el de un “ovista™, opinaba que el 6vulo contenia el embrién y que
el semen solo era necesario para iniciar su desarrollo. Lo importante es que
su trabajo dejaba en claro lo util que seria este modelo debido a la simplici-
dad de una fertilizacion externa exitosa y a la naturaleza transparente de los
embriones.

Ese mismo afio, el naturalista Alphonse Derbés obtuvo su Doctorado en
Ciencias en la Universidad de Paris y publicé un notable y minucioso articulo
sobre la diferenciacion de sexos, las células sexuales y su maduracion, la fe-
cundacioén y el desarrollo del embrion y la larva de Echinus esculentus. Las des-
cripciones y las ilustraciones son minuciosas y esencialmente correctas, salvo
pocos detalles.

Dufossé filtré el semen antes de exponerlo a los évulos y observé que unos
pocos espermatozoides, a veces uno solo, eran suficientes para lograr el desa-
rrollo y que este no ocurria si no habia ninguno. Su conclusién era que para la
fertilizacion eran necesarios los espermatozoides pero no el liquido seminal,
lo cual hoy en dia resulta obvio pero fue una novedad entonces. Sin embargo,
Derbés nunca pudo establecer cual era su exacto papel.

2 Capitulo 1: Controversias sobre los embriones.
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Por ultimo, Karl Ernst von Baér, el extraordinario y polifacético naturalista
nacido en la actual Estonia, considerado el “padre de la embriologia’, quedd
fascinado, en sus propias palabras, por sus experimentos sobre la fertilizacion
de erizos de mar en Génova y Trieste. Vayamos entonces a Italia.

El Vesubio y la embriologia experimental

Entre el mar y el volcan Vesubio se extiende la ciudad de Néapoles que, ya en
el siglo XIX, era un destino turistico para las gentes acomodadas del frio norte
de Europa. Alli el zo6logo aleman Anton Dohrn fundé en 1872 la Stazione
Zoologica di Napoli (hoy Stazione Zoologica Anton Dohrn, en su honor) de
la cual fue el primer director. El era un discipulo de Ernst Haeckel, el extraor-
dinario e influyente cientifico del siglo XIX, introductor de las obras y teorias
de Charles Darwin en Alemania, inventor de palabras como “ecologia” y, ade-
mas, exquisito artista ilustrador. Durante su carrera universitaria Dohrn pasé
periodos de investigacion a la orilla del mar en Alemania, Escocia e Italia. A
partir de su experiencia, concibi6 el proyecto de cubrir el mundo con una red
de estaciones de investigacion bioldgica marina, similares a las estaciones de
ferrocarril, donde los cientificos podian detenerse, recolectar material, realizar
observaciones y experimentos.

La Stazione Zoologica (Figura 29) fue asiduamente visitada por jovenes
cientificos, también discipulos de Ernst Haeckel. Entre ellos estaban los her-
manos Oskar y Richard Hertwig y el suizo Hermann Pol quienes estudiaron
la fertilizacion de los huevos de un erizo de mar del mediterraneo. Se trata de
una especie de unos 7 cm de didmetro, con pocas pero largas espinas, también
llamado castafia de mar. Su nombre cientifico actual es Paracentrotus lividus
(Lamarck, 1816) pero en ese tiempo se llamaba Toxopneustes lividus y antes
Echinus lividus.

El resultado de sus observaciones, publicado por el primero de ellos en
1876 constituye un evento muy significativo de la historia de la biologia: alli
resolvio cual es el papel de los espermatozoides, que habia quedado pen-
diente de los estudios de Duffosé y Derbes. En efecto Oskar vié no solo
como el espermatozoide entraba en el dvulo sino también que los nucleos
de ambas células reproductivas se fusionaban dando origen al inico ntcleo
del cigoto’.

3 Hertwig, O. (1876). Beitrdge zur Kenntniss der Bildung, Befruchtung und Theilung des
thierischen Eies. Morphologisches Jahrbuch 1:347-434
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Figura 29. La Stazione Zoologica en la década de 1890, logotipo actual y sus primeros
visitantes del norte de Europa. De izquierda a derecha y de arriba abajo: Anton Dohrn
(fundador), Oskar Hertwig, Richard Hertwig, Hans Driesch, Theodor Boveri y Marcella 0’ Grady.

Unos afos después trabajo en Napoles el bidlogo y filésofo Hans Driesch,
otro discipulo de Haeckel (Figura 29). En la primavera de 1891 Driesch llevé a
cabo experimentos con embriones de dos células del erizo de mar verde Psam-
mechinus microtuberculatus (Blainville, 1825) con el fin de comprobar el resul-
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tado de los estudios de Roux de 1888 con ranas*. Los embriones del animal,
que entonces se llamaba Echinus microtuberculatus, tenian una particularidad,
que ya habia sefialado Hertwig en sus trabajos: las dos células eran faciles de
separar con solo agitar el agua donde se desarrollaban.

El resultado fue diferente al de Roux, ya que cada una de las células dio
origen a un embrién completo, y luego a una larva, también sana. Cuando hizo
lo propio con el estadio de 4 células tuvo el mismo resultado, aunque las larvas
eran mas pequefas. Hubo que esperar hasta 1903 para verificar que en los
anfibios podrian reproducirse esos experimentos’. Entonces: 3;no hay ningtin
caso de desarrollo “en mosaico” en los animales? La respuesta es que si lo hay,
como veremos en el capitulo 7.

En enero de 1888, un cientifico de 25 afos llamado Theodor Boveri llego
por primera vez a la Estacion de Néapoles. Theodor se habia doctorado en la
Universidad de Munich y alli continué su vida académica como becario en el
laboratorio de Richard Hertwig. Luego volvié a Néapoles 8 veces; la tltima en
1914, un poco antes de morir. Por lo menos 20 de sus numerosas publicacio-
nes se basaron en investigaciones realizadas alli con huevos de erizos de mar.
En 1889 publicé los primeros resultados de los experimentos que consistian
en fertilizar dvulos enucleados (a los que se retiraba el nicleo) de una especie
con esperma de la misma o de otra especie que tenga diferencias visibles en los
embriones y larvas. Las especies utilizadas fueron Psammechinus microtuber-
culatus y el erizo de mar purpura Sphaerechinus granularis (Lamarck, 1816).
El objetivo era verificar si el nucleo o el citoplasma eran los portadores de los
factores hereditarios. Si bien los resultados permitieron demostrar el papel del
nucleo, provisto en este caso solo por los espermatozoides, en el desarrollo
del embridn (pero sobre todo al comienzo), quedd en evidencia que también
existia un papel del citoplasma.

A partir de 1897, Theodor fue acompanado a Napoles por la bidloga nor-
teamericana Marcella O’Grady (Figura 29). Con ella compartio el trabajo el
resto de su vida aunque no figur6é como co-autora; juna muy cuestionable cos-
tumbre de la época! Marcella habia llegado a la Universidad de Wiirzburg en
Alemania en 1896 para pasar un afio sabatico en el instituto que dirigia Boveri,
pero se quedd para siempre. A pesar que inicialmente €l la recibié con cierta
frialdad, un ano después se casaron.

Entre 1902 y 1904 ambos llevaron a cabo experimentos de polispermia.
Cuando se coloca un exceso de esperma con los 6vulos, dos espermatozoides

4  Capitulo 4 El comienzo de la embriologia experimental.

5  Capitulo 4. El primer experimento de Spemann con el cabello de su hijita.
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pueden entrar en uno solo de ellos (dispermia). El cigoto resultante se divide y
origina 3 o 4 células pero las mitosis son irregulares y la mayoria de esas células
reciben distinto nimero de cromosomas. Como ya vimos, si se separan las cua-
tro células que resultan de las primeras dos divisiones en un huevo fecundado
normalmente, cada una de ellas originara un embrién normal (aunque puede
ser mas pequeno). Pero si se separan las tres o cuatro células producidas por la
primera division de huevos dispérmicos, a veces alguna (pero nunca todas) se
desarrolla dando lugar a embriones normales. Este resultado no podria expli-
carse solo por el nimero de cromosomas presentes ya que estos podian estar
en exceso, sino porque los distintos cromosomas difieren entre si en cuanto a
sus efectos en el desarrollo. O sea, demostraron que solamente aquellas células
embrionarias que tenian una dotacién completa de cromosomas podian dar
origen a un embridén normal.

Theodor y Marcella también usaron otro modelo experimental, como se
vera en el capitulo 7, pero ademas propusieron una hipdtesis extremadamente
original en ese momento, en base a sus descubrimientos sobre los cromosomas
y la mitosis: que las células cancerosas derivan de células con un defecto irre-
parable en sus cromosomas, que cambian su metabolismo.

Dos suecos y dos Albertos coinciden en Napoles

El embridlogo sueco Sven Otto Horstadius continuo las investigaciones so-
bre el desarrollo de los erizos de mar. En su pais no podia trabajar en invierno,
porque en esa estacion esos animales no se reproducen en las aguas del mar
del Norte. Entonces el también viajé a Napoles. Alli efectuo, en 1922 y 1924,
un numero de elegantes experimentos tratando de comprender los procesos
por los cuales las células indiferenciadas del embrion son “instruidas” para
originar un tipo celular especifico en la larva.

El primero consisti6 en dividir meridionalmente y por la mitad embriones
de erizos de 8 células, obteniendo dos pequenas larvas. A continuacion hizo lo
mismo pero ecuatorialmente, lo que dio como resultado dos larvas deformes.

En el siguiente experimento us6 embriones de 64 células, cuando el em-
brién ya se halla dividido en tres partes y cada una de ellas dard lugar a de-
terminados 6rganos. Horstadius separd estas tres partes y las volvié a unir en
combinaciones diferentes. En términos actuales, hizo un procedimiento de
“cut and paste” de células, para el cual se necesitaba mucha pericia y paciencia.
Algunas combinaciones dieron lugar a morfologias normales y otras a mal-
formaciones y esto no dependia de las partes que eran combinadas sino de
un par de gradientes opuestos entre los polos del embrion que se establecen
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en la célula fecundada®. La idea de gradiente era que la cantidad maxima de
una molécula se localiza en el polo y que disminuye al alejarse de él. Fue una
evidencia precursora del importante concepto embrioldgico de “gradientes
morfogenéticos”.

Poco después del final de la Segunda Guerra Mundial, el embridlogo italia-
no Alberto Monroy dej6 su puesto de la Universidad de Palermo para incor-
porarse a la Stazione Zoologica que en ese momento pasaba por una severa
crisis financiera e institucional. Alli dirigi6 el laboratorio de fisiologia, donde
contact6 con Horstadius y otro embridlogo sueco llamado John Runnstrom.

Los erizos de mar fueron el modelo animal para que Monroy se dedicase al
estudio de la fertilizacion y desarrollo temprano, que eran sus grandes areas de
interés. Su enfoque se centraba en la conviccién que la solucién de muchos pro-
blemas de la biologia del desarrollo debia provenir de la bioquimica. La compar-
tia con otro visitante asiduo de Napoles, el belga Jean Brachet, que habia demos-
trado la presencia del ARN en el citoplasma y su papel en la sintesis de proteinas.
Brachet, lider de la especialidad denominada entonces “embriologia quimica’,
también establecid que la formacion de nuevos ribosomas y el traslado de nuevo
ARNm del nucleo al citoplasma preceden a la diferenciacion celular.

Monroy trabajé arduamente con la especie Paracentrotus lividus en cola-
boracién con su esposa Anna Oddo y muchos colegas. Aunque volvi6 a la
Universidad de Palermo, en 1976 retorné a Napoles como nuevo director de
la Stazione Zoologica en otro momento muy dificil para esa institucion consa-
grandose a la recuperacion de la misma y a la consolidacién de la Biologia del
Desarrollo en Italia.

En la década de 1940, se habia renovado el interés por el problema de la
fertilizacion gracias a los trabajos de Runnstrom y el norteamericano Albert
Tyler. Los dos Albertos (Monroy y Tyler) demostraron en 1963 que en los eri-
zos de mar la activacion de la sintesis de proteinas luego de la fertilizacion
se debe a la formacion de complejos de ribosomas que estan ausentes en el
huevo no fertilizado. Diversos experimentos con embriones normales y évu-
los enucleados permitieron proponer que durante el desarrollo del évulo en
el ovario se forman ARNms que se conservan en su interior. Sin embargo, la
interaccion de esos ARN con los ribosomas no es posible hasta después de la
entrada del espermatozoide. Esta hipdtesis es la base del concepto de “genes
maternos” sobre el cual volveremos en el capitulo 8. En palabras de Monroy
de 1977 la fertilizacién puede considerarse como “un proceso que activa el uso

6  Capitulo 4, Experimentos tardios de Spemann de induccién embrionaria en Induccién:
hay que organizar el embrién (poner las partes en su lugar).
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de la informacion guardada en los évulos. Después de la fertilizacion el huevo
recupera la capacidad de sintetizar ADN perdida por el évulo™.

De la partenogénesis artificial al uso del oxigeno por las células
(y el primer Nobel para un erizo de mar)

Los dos descubrimientos mas importantes en el comienzo del estudio de la
fertilizacion animal fueron posibles gracias a los erizos de mar. El primero fue
la fusion de los nucleos del 6vulo y el espermatozoide por Hertwig en 1876.
El segundo fue la induccién de partenogénesis artificial por Jacques Loeb en
1899. La partenogénesis es el desarrollo de un animal a partir de un évulo no
fecundado, como ocurre con los zanganos en el interior de una colmena de
abejas. Si bien la unién de una célula masculina y otra femenina es el proce-
dimiento mas comun en la reproduccién de los animales, y el responsable de
su éxito evolutivo, la partenogénesis no es un fendmeno tan raro. Incluso hay
animales que solo se reproducen de esa manera. Se ahorran asi el trabajo de
buscar pareja, aunque su variabilidad genética es, por fuerza, menor.

Antes de describir el hallazgo de Loeb, vale la pena conocer a la persona y
su obra (Figura 30). Nacid en Alemania, donde estudié y comenzd sus investi-
gaciones. Como muchos de sus compatriotas, también trabajé en Napoles. En
1892 se traslado a Estados Unidos donde fue profesor en Chicago, California
y Nueva York. Si bien nunca recibié el Nobel, a pesar de varias postulaciones,
fue en su tiempo un cientifico muy renombrado, e incluso popular. Era ademas
de la opinidn, no del todo comun en su tiempo, que los fenémenos bioldgicos
podrian ser explicados por las leyes de la quimica y la fisica.

Sus experimentos sobre partenogénesis artificial los llevo a cabo con dos
especies de erizos de mar que viven en cada una de las costas de Estados Uni-
dos. Se trata de Arbacia punctulata (Lamarck, 1816), del Atlantico, con la que
trabajo en el Laboratorio de Biologia Marina de Woods Hole, Massachusetts
(conocido como MBL), y de Strongylocentrotus purpuratus (Stimpson, 1857),
del Pacifico, con la que hizo lo propio en la Estacién Marina Hopkins de la
Universidad de Stanford, California.

Estudiando el efecto de los iones sobre los huevos descubrié que tratando
a los ¢vulos no fertilizados con una solucion de MgCI2 lograba, al volverlos a
poner en agua de mar, que algunos de ellos completasen el desarrollo embrio-
nario y llegasen al estadio de larva. Segtin sus palabras de 1899, “. . . el huevo

7 Monroy, A. (1977). Embriologia. In Enciclopedia del Novecento, v. II, pp. 442-465. Enci-
clopedia Italiana, Roma
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no fertilizado del erizo de mar contiene todos los elementos esenciales para
la produccién de una larva perfecta. Todo lo que el espermatozoide tiene que
llevar dentro del huevo para el proceso de fertilizacion eran iones para suple-
mentar la falta de uno o contrarrestar el efecto de otras clases de iones en el
agua de mar, o ambos. El espermatozoide puede sin embargo llevar ademds un
numero de enzimas u otro material” (1899). ;Una verdadera conmocidn: los
machos ya no son imprescindibles! Mas adelante modificé su explicacion del
papel de los espermatozoides, como responsables de una ruptura transitoria de
la superficie del 6vulo. {Seguia equivocado!

El descubrimiento de Loeb fue el que motivé a Otto Warburg, doctor en
quimica y medicina por las Universidades de Berlin y Heidelberg (Figura 30),
respectivamente, a usar los huevos del erizo de mar para estudiar los proce-
sos bioquimicos que controlan la division celular. Warburg estaba interesado
en comprender como las células cancerosas se multiplican sin control, pero
comprendié que primero debia entender como se controla la divisién de las
células normales. Los huevos del erizo de mar parecian ideales para encarar
ese problema, sobre todo gracias a que Loeb logrd activarlos quimicamente.
El lugar que encontré para hacerlo fue la Stazione Zoologica de Napoles y la
especie fue el erizo negro del mediterraneo Arbacia lixula (Linnaeus, 1758)
(que él conocia como Arbacia pustulosa).

Figura 30. Jacques Loeb (izquierda) y Otto Warburg (derecha)

En base a sus observaciones propuso que el consumo de oxigeno por una
célula (la respiracion celular) era proporcional a su actividad. En 1908 publicd
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sus resultados acerca de un rapido aumento del consumo de oxigeno de los
huevos a partir de la fertilizacion o la activacion partenogenética, que atribuyé
erroneamente al alto gasto energético del comienzo del desarrollo embriona-
rio. Luego se demostrd que no era la activacion del desarrollo en sentido estric-
to sino el incremento de la actividad de una enzima?® el responsable del elevado
ingreso de oxigeno desde agua de mar que lo rodea. En realidad ese precoz au-
mento del consumo de oxigeno es caracteristico solo de los equinodermos. Sus
posteriores investigaciones incluyeron la descripcion de la enzima responsable
del fendmeno que él habia observado en los erizos. Sus estudios iniciales y las
observaciones posteriores le valieron el Nobel de 1931 por el “descubrimiento
de la naturaleza y el modo de accion de la enzima respiratoria™.

Arbacia lixula fue el primer equinodermo nobelizado, pero es necesario
reconocer a un ignoto precedente. Ilya Metchnikov, el ya mencionado Nobel
de 1908, gustaba viajar a Mesina (Italia) como tantos colegas del norte de Eu-
ropa en el siglo XIX. En una de sus estadias, en 1883, tras introducir espinas de
rosa en larvas de estrellas de mar observé una acumulacion de células méviles
del tipo de las amebas en torno a estos cuerpos extrafios. Intuy6 que actuaban
como “agentes de defensa” contra el invasor. Asi describi6 el proceso de inges-
tion de particulas por algunas células, como los glébulos blancos de la sangre,
que bautizo fagocitosis, y profundizé en el papel del mismo en la inmunidad
(la razon de su premio).

Otto Warburg fue luego nominado muchas veces, pero nunca logré recibir
un segundo premio. Quizas lo que sigue lo explique un poco. En anteriores
capitulos mencioné varios casos de cientificos que sufrieron las consecuencias
del nazismo y la Segunda Guerra Mundial en sus vidas y carreras, y aun faltan
otros por destacar. El de Warburg fue excepcional: su madre era protestante
y su padre, de origen judio, se habia convertido. Cuando los nazis llegaron al
poder, los judios fueron forzados a dejar sus puestos profesionales pero hubo
excepciones. Ese fue su caso, ya que debié abandonar la docencia pero se le
permiti6 seguir con sus investigaciones ya que el régimen lo considerd “medio
judio”. Las criticas que hizo al gobierno en 1941 lo privaron brevemente de
su empleo pero pronto lo recuperd al ser re-clasificado como “un cuarto de
judio” Una farsa en medio de la tragedia. Warburg era un adicto al trabajo y
esa podria ser la razén por la cual continué investigando en su laboratorio de

8  Una enzima llamada NADPH oxidasa que necesita hierro para actuar.
9  https://www.nobelprize.org/press-room/

10 Capitulo 2: El comienzo de la inmunologia y la penicilina.
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Alemania durante ese siniestro periodo sin cuestionar el trato que los nazis
dieron a colegas y parientes judios.

Strongylocentrotus purpuratus y la regulacion génica

El erizo de mar mds famoso en la actualidad, al punto de haber sido el
primero cuyo genoma fue secuenciado (en 2006"), es Strongylocentrotus pur-
puratus (Figura 31). Conocido como erizo purpura del Pacifico, vive en la zona
entre mareas y bosques de kelp de la costa oeste de Norteamérica. A pesar ha-
ber permitido extraordinarios descubrimientos, todavia no visité Estocolmo
en el papel de modelo animal de investigacion. Igualmente, merece la pena ser
tomado en cuenta, y contar su historia que, logicamente, comenz6 en el Insti-
tuto Tecnologico de California (CalTech).

Figura 31. Strongylocentrotus purpuratus, |a gran estrella del erizo-firmamento contemporaneo.

11  Sea Urchin Genome Sequencing Consortium (2006). The genome of the sea urchin Stron-
gylocentrotus purpuratus. Science 314: 941-952.
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Albert Tyler, que ya mencioné por sus trabajos en colaboracion con Alberto
Monroy, era profesor del CalTech. Habia estudiado en Nueva York, donde se
intereso en el trabajo de Thomas Morgan (al cual me he de referir en el capitulo
8) y cuando Morgan se mudé a California, él fue de la partida junto a otros
estudiantes e investigadores. Alli trabajo sobre el desarrollo y la diferenciacién
de embriones en muchos organismos marinos, incluso los erizos de mar, y fue
un precursor del uso de técnicas inmunohistoquimicas. Las especies utilizadas
en la costa del Pacifico fueron el erizo pintado Lytechinus pictus (Verrill, 1867)
y Strongylocentrotus purpuratus.

Al CalTech se incorporaron en 1971 Eric Davidson (Figura 32) y Roy Britten.

Figura 32. Eric Davidson

Eric se habia doctorado en la Universidad Rockefeller, de Nueva York, traba-
jando en la sintesis de ARN y la expresion de los genes en el desarrollo tempra-
no de Xenopus laevis. Su personalidad era polifacética: ademas de biologo del
desarrollo, tedrico de la evolucion y de la EvoDevo (la convergencia de ambas
disciplinas), era futbolista y musico folcldrico. Roy era un bidlogo molecular de
la Institucion Carnegie, conocido por descubrir la presencia de muchas secuen-
cias de ADN repetidas que no se traducen a proteinas en el genoma de las células
eucariontes de animales, plantas, hongos y muchos organismos unicelulares'2.

Ambos habian sido los autores de una teoria que explicaba como se regula
la sintesis de proteinas en esas células y que se publicé en 1969 en la revista

12 Las células de animales, plantas, hongos y muchos organismos unicelulares tienen un nu-
cleo rodeado por una membrana doble y se las conoce como eucariontes, las de las bacte-
rias y algunas algas carecen de esa membrana nuclear y se las llama procariontes.
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Science. La idea era que las secuencias del genoma que suministran la infor-
macién sobre como se deben expresar los genes son tan importantes como
aquellas que son responsables de la sintesis de proteinas. Aunque esas nume-
rosas secuencias que no fabrican proteinas descubiertas por Roy fueron consi-
deradas “chatarra” durante mucho tiempo, el dio propuso que las claves de la
regulacion residirian en ese material genético aparentemente inttil".

En California, Eric se interes6 en el desarrollo de invertebrados marinos, en
especial el de Strongylocentrotus purpuratus. El ciclo de vida de este erizo se co-
noce en detalle. El cigoto se divide en dos al cabo de 2 horas y luego de un dia
ya es una pelotita de 64 células. El reordenamiento de esas células dura un par
de dias mas, y al cabo de unos 5 dias desde la fecundacion eclosiona una larva
pluteus. El tiempo que resta hasta la maduracion de los 6rganos reproductivos,
luego de la metamorfosis, es de unos 50 dias'. Por otra parte, Eric codirigio el
grupo de 240 investigadores que secuenciaron el genoma del erizo en 2006 y
caracterizaron los genes que lo componen dos afios mas tarde.

Con ese modelo Eric dio origen a una larga linea de investigacién que condu-
jo a su ultimo interés: las redes regulatorias de genes que son las responsables de
fendmenos bioldgicos complejos, como la transformacion de una tnica célula,
el cigoto, en un organismo multicelular formado por tejidos, drganos y sistemas.
Con su grupo, Eric diseiié una estrategia de investigacion para detectar las in-
teracciones de los genes involucrados en los eventos claves del desarrollo inicial
del erizo de mar y determinar como la actividad de cada gen afectaba la capa-
cidad de otro en la parte del embridn donde se expresa y fabrica una proteina

El modelo propuesto de la existencia una red de conexiones se describio
primeramente en 2002"° y se fue ampliando desde entonces. En base al mismo
se descubridé que los mecanismos de regulacion de procesos tales como la dife-

13 Britten y Davidson (Britten R., Davidson, E. H. (1969). Gene regulation for higher cells: a
theory. Science 165: 349-57) postularon un mecanismo basado en la existencia de 4 clases
de secuencias de ADN:

1) un sitio sensor que se activa por estimulos externos (como hormonas) cuyo efecto es
trasladado desde la membrana celular al nticleo por medio de reacciones quimicas,

2) un gen integrador regulado por el sensor y que es responsable de la sintesis de un ARN
activador,

3) un sitio receptor al cual se une el ARN activador,

4) un gen productor o estructural estimulado por el receptor que se transcribe como
ARNm y luego se traduce a una proteina.La figura 2 del capitulo 1, propuesta en bacterias,
es coherente con esa propuesta hipotética.

14 Elciclo de vida de un erizo como Strongylocentrotus esta ilustrado en la figura 28.

15 Davidson, E. H. et al. (2002); A Genomic Regulatory Network for Development. Science
295: 1669-1678.
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renciacion de un tipo celular especifico estan formados por circuitos de genes
que son notablemente similares aunque los genes de cada circuito difieran. Las
ilustraciones de los trabajos recuerdan a los circuitos eléctricos. Mas tarde se
encontrd el mismo tipo de regulacion en otros animales sugiriendo que se trata
de un mecanismo universal que permite explicar la evolucion de los animales.

En 2012, su laboratorio ide6 el primer modelo computacional de una red
regulatoria de genes, constituido por 50 genes que funcionaban como inte-
rruptores (encendido - apagado). Una vez establecido el estado inicial de cada
interruptor, el resultado final predicho por el modelo coincidia con resultados
del desarrollo normal o genéticamente manipulado de un erizo de mar. Se
trata de una herramienta nueva y poderosa para comprender como funcionan
esa redes regulatorias.

El ciclo celular y un nuevo Nobel para los erizos

En cambio, el honor de ser el segundo erizo de mar en la historia del pre-
mio le toco a su tocayo del Atlantico, Arbacia punctulata.

El bioquimico inglés Richard Timothy (Tim) Hunt trabajaba en el verano
de 1982 en el MBL, de Massachusetts, con esa especie. Su investigacion estaba
orientada a conocer como se regula el “ciclo celular”. Este concepto describe
los eventos que ocurren durante la multiplicacion de las células. Luego que una
célula se divide en 2 por medio del proceso de mitosis, las “hijas” pasan por un
periodo de crecimiento (fase G1, G es por growth, crecimiento en inglés), mas
tarde el ADN de cada una se duplica (fase S, por sintesis de ADN), después
ambas crecen otro poco (fase G2) y por tltimo vuelven a dividirse (fase M, por
mitosis) (Figura 33). Los periodos de crecimiento y duplicacién, en su con-
junto, se denominan interfase. La duracion del ciclo varia mucho, una célula
humana en rapida multiplicacion tarda unas 24 horas (11+8+4+1), pero una
célula embrionaria unos 30 minutos. La razén de este ultimo hecho es que al
comienzo del desarrollo las células no crecen, al contrario, se achican luego de
cada division, y el ciclo tiene solo breves fases S y M.

En el transcurso de una serie de experimentos usando évulos de Arba-
cia punctulata, Tim descubri6 una proteina que llamé ciclina. Encontré que
las ciclinas empiezan a producirse tras la fecundacion del évulo y sus niveles
aumentan durante la interfase, después de lo cual descienden abruptamente
antes de terminar la mitosis en cada division celular. Asimismo, demostré la
presencia de ciclinas en las células de los vertebrados, donde también regulan
el ciclo celular. El y otros mostraron a continuacién que las ciclinas se unen y
activan a una familia de proteinas, conocidas hoy como quinasas dependientes
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de ciclinas (CDK, por protein dependent kinases) (Figura 33), una de las cuales
habia sido ya identificada por Paul M. Nurse como un regulador critico del
ciclo celular .

Figura 33. Tim Hunt y el ciclo celular.
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Tim recibié el Nobel 2001 junto a Leland Hartwell y Paul Nurse por sus
descubrimientos de los reguladores clave del ciclo celular. Pero no todo son
premios en la vida, y a él le toc enfrentar a la comunidad cientifica por un
asunto que no tiene relacién con los erizos ni con las ciclinas. En junio de
2015, tras unas palabras machistas pronunciadas ante periodistas cientificas en
Corea del Sur, se desaté una campaiia en su contra que condujo a su renuncia
como como doctor honorario del University College de Londres y del comité
del que era miembro de la Royal Society de esa ciudad.
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Capitulo 6

Calamares

A lo largo del siglo XX el Nobel fue concedido 6 veces por investigacio-
nes que permitieron conocer como funciona el sistema nervioso: en 1906
(capitulo 2), 1932, 1936 y 1991 (capitulo 4), en 1963 (este capitulo) y en
2000 (capitulo 7). Los organismos modelo con los cuales se logré una parte
importante de los avances que premio la Academia Sueca fueron moluscos:
varias especies de calamares, cuyo papel explicaré ahora, y una especie de ba-
bosa marina que lleva el curioso nombre de “liebre de mar”, a la cual dedicaré
el siguiente capitulo.

Los moluscos constituyen un excelente ejemplo del fenémeno evolu-
tivo conocido como radiacidon adaptativa: han adquirido una enorme di-
versidad de formas y hébitos de vida a partir de un conjunto de elementos
estructurales comunes. No es trivial reconocer esos elementos comunes
entre los calamares, sepias y pulpos (cefalépodos), los caracoles y babo-
sas (gasterdpodos), las almejas, mejillones, vieiras y ostras (bivalvos), y los
otros grupos de moluscos. Es necesario un estudio comparativo de la ana-
tomia y sobre todo del desarrollo embrionario y larval para identificarlos.
Un rasgo clave es la diferencia entre la parte dorsal y la ventral del cuerpo.
La primera puede fabricar hacia el exterior una conchilla y hacia el interior
un reborde (el manto) que limita una cavidad por donde circula agua y
aloja las branquias (la cavidad del manto). La segunda posee numerosos y
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potentes musculos y se conoce como “pie”. Claro que hay moluscos sin con-
chilla como los pulpos y babosas, y otros en los cuales esta muy reducida e
interiorizada como en los calamares. Y también hay moluscos en los cuales
por la cavidad del manto circula aire y no tienen branquias. Pero todo eso
es otra historia y es mejor concentrarse en los que aqui interesa: como ha-
cer para ir a Estocolmo.

Los calamares

Los moluscos cefalopodos son activos depredadores marinos y como ta-
les tienen eficientes sistemas de 6rganos (digestivo, respiratorio, circulatorio,
excretor y -en especial- nervioso) que permiten un elevado metabolismo'. En
efecto, ilas dos partes de cuerpo mas evidentes son la cabeza y el pie: una cabe-
za con pies, que confusion de términos y formas! En realidad, lo que se llama
cabeza incluye la gran cavidad del manto que mencioné mas arriba, usada tan-
to en la respiracién como en la movilidad, y lo que se llama pie esta dividido
en un numero de brazos o tentaculos.

Ademas, la mayoria de los cefalopodos tienen cuerpos blandos, con la con-
chilla reducida en el interior de la “cabeza” o sin ella. Esa carencia se compensa
con notables estrategias defensivas como la capacidad de camuflarse o la de
engafiar a sus depredadores con una nube de la famosa tinta. Pero quizas lo
mas llamativo sean sus comportamientos complejos que se asocian con un
sistema nervioso muy sofisticado.

Los calamares son nadadores y se desplazan por medio de sus aletas y de
una “propulsion a chorro” que consiste en la expulsion subita de agua de su
cavidad del manto (Figura 34). No usan sus 10 brazos para avanzar a diferencia
de sus parientes, los pulpos, que habitan los fondos del mar y “caminan” por
medio de sus 8 brazos. Eso si: en ambos, los brazos son estructuras prensiles,
muy flexibles y capaces de movimientos sutiles y precisos.

1  La palabra cefalépodo provienen de dos vocablos del griego antiguo: kephalé (céfalo =
cabeza) y pous, podds (podo = pie).
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Figura 34. Litografia de Loligo forbesii Steenstrup, 1857

Un calamar hembra puede originar cientos de dvulos, el macho produce
esperma que almacena en un “paquete”. Cuando copulan, el macho introduce
el paquete de espermatozoides en la cavidad del manto de la hembra, donde
estan los 6vulos. Ella luego expulsa una masa gelatinosa de huevos fecundados
que generalmente esconde. En unas semanas nacen los calamarcitos que son
similares a sus padres pero mas pequeios, tal como acontece en los desarro-
llos directos. Al principio los bebés se alimentan de plancton, y luego crecen y
cambian su habito alimentario. La mayoria de las especies costeras, que cons-
tituyen un valioso recurso pesquero, tienen una vida intensa pero breve. Alre-
dedor de un afo luego de su nacimiento copulan y mueren poco después del
nacimiento de sus crias.

Hay varios géneros de calamares, y cada uno de ellos tiene pocas o nume-
rosas especies. Las mas espectaculares de ellas son el calamar gigante Archi-
teuthis dux Steenstrup, 1857, que pesa hasta 275 Kg, y el calamar colosal del
Océano Antartico Mesonychoteuthis hamiltoni Robson, 1925 que es algo mas
corto pero mas macizo y alcanza los 490 Kg. Se trata de los invertebrados mas
grandes del mundo real (o sea, dejando de lado el kraken, calamar mitolégico
que come barcos; Figura 35).
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Figura 35. Un calamar gigante atacando una nave mercante dibujado por el naturalista Pierre
Dénys de Montfort en base a relatos de marineros a principios del siglo XIX.

El género mads representativo y ampliamente distribuido, que ademas es
objeto de intensa pesca comercial, recibe el nombre cientifico de Loligo (Figura
34). Fue descripto formalmente por Lamarck en 1798, aunque ese nombre, que
viene del latin lolligo y quiere decir calamar (lo cual no es una sorpresa), ya
habia sido usado antes, por ejemplo por Linnaeus en 1758.

El sistema nervioso del calamar

Al igual que ocurria con los erizos de mar, los calamares del género Loligo
(y los pulpos u Octopus) usados como modelos de investigacion no se crian
en el laboratorio sino que se obtienen del ambiente marino. Su principal con-
tribucion a la biologia tuvo lugar en el ambito de las neurociencias. Por eso,
es necesario considerar sobre todo la organizacion del sistema nervioso de los
moluscos en general y los cefaldpodos en particular.
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Figura 36. Comparacion de los sistemas nerviosos del calamar y de los vertebrados.

En los vertebrados se puede reconocer un cerebro que concentra las fun-
ciones de integrar y coordinar la informacién procedente de los sentidos con
las actividades de musculos y glandulas. Esa informacién fluye desde las di-
ferentes partes del cuerpo por medio de nervios segmentarios, via la médula
espinal, o por nervios cerebrales directamente (Figura 36, derecha). En todos
los moluscos, en cambio, hay varias concentraciones de neuronas ubicadas en
diferentes partes del cuerpo, llamadas “ganglios”. Son “cerebros parciales” que
controlan la actividad muscular de cada region del cuerpo y estan unidos entre
si por nervios llamados “cordones nerviosos” (Figura 36, izquierda). Si bien
hay un ganglio principal ubicado en la cabeza, las funciones de integracién y
coordinacion se encuentran relativamente separadas.

Sin embargo, en los moluscos con comportamientos mas complejos, y los
cefalopodos son el maximo exponente de ello, los cordones se acortan, mu-
chos de los ganglios se aproximan y se reiinen en un anillo que rodea al es6fago
que por analogia puede ser considerado un “cerebro”. En pulpos y calamares
quedan excluidos de ese anillo los llamados ganglios “estrellados” Estos gan-
glios controlan la musculatura corporal que permite los rapidos movimientos,
en particular los vinculados con la propulsion a chorro y los cordones que los
unen con el cerebro incluyen varios “axones gigantes” de hasta 1 mm de dia-
metro (Figura 36, izquierda).
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El axon gigante del calamar

En 1909, el bidlogo norteamericano Leonard Worcester Williams publico
un libro sobre la anatomia del calamar de la costa este de su pais que, en ese
momento, se llamaba Loligo pealeii y hoy Doryteuthis pealeii (Lesueur, 1821).
Alli describié por primera vez los axones® gigantes aunque sin mucho detalle
ni sugerencias sobre su funcion. Sin embargo, €l estaba convencido que esas
fibras excepcionalmente anchas eran de origen nervioso. Tres afios después,
murid en un accidente en el ascensor de la Escuela Médica de Harvard y su
trabajo quedo en el olvido por 25 afos. Su viuda alquilaba habitaciones a es-
tudiantes de Harvard y entre ellos estaba Kenneth Stewart Cole, el pionero en
la aplicacion de la fisica a la biologia, que pudo acceder a la Tesis Doctoral de
Williams. Ya volveré a mencionarlo pronto.

El hallazgo de Williams fue “redescubierto” por John Zachary Young. JZ,
como lo llamé el mundo académico, fue un carismatico zoo6logo y neurofisio-
logo inglés. Su lugar de trabajo fueron las Universidades de Oxford y Londres,
pero, a partir de 1928, pasé sus veranos haciendo sus experimentos en la Sta-
zione Zoologica de Napoles de la que tanto escribi en el capitulo anterior. A tal
punto llegd su “vicio” que sigui6 con sus viajes a Napoles y sus investigaciones
después de jubilado. La Stazione lo premi6 con una medalla de oro y en 1991
fue nombrado ciudadano honorario de esa ciudad.

En su primer visita, con solo 21 afios, trabajé con Enrico Sereni quien
estudiaba varios aspectos de la fisiologia del pulpo. Ambos investigaron la
regeneracion de los nervios en ese inteligente animal, y en él JZ descubrid
un 6rgano adherido al ganglio estrellado. Lo llamé “cuerpo epistelar” y pen-
s6 que era una glandula. Sin embargo, 25 aflos mas tarde se descubrié que
se trata de un drgano fotoreceptor (sensible a la luz) extraocular. Enrico,
ademas de fisidlogo, era comunista y al afio siguiente aparecié muerto en su
bafo por causas desconocidas. {JZ atribuy6 el hecho a su militancia en los
tiempos del fascismo!

2 El término axon fue definido en el capitulo 2: Debut en Estocolmo de la mano de un espa-
fiol y un italiano. Luego, mencionado en el capitulo 4: Las ranas y los neurotransmisores.
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Figura 37. JZ Young y su esquema del ganglio estrellado del calamar Loligo, dibujado en
1936. El significado de las abreviaturas es el siguiente: g.f.1., I6bulo de las fibras gigantes (las
“gotas” negras con un punto blanco son los cuerpos celulares y nticleos -respectivamente- de
las neuronas que confluyen para formar esas fibras), p.g.f., fibra gigante preganglionar dentro
del nervio palial (m.c.), g.f, fibra gigante postganglionar dentro del nervio estrellado (st.n.).

Buscando el cuerpo epistelar en los calamares, JZ encontro las fibras gigan-
tes descriptas por Williams, y al principio no podia creer, segiin sus propias
palabras, que fueran fibras nerviosas. Primeramente pensé que esos largos tu-
bos formados por células fusionadas eran vasos sanguineos. Cuando regresé
a Oxford continué estudiando esas estructuras durante varios afios principal-
mente en el Laboratorio Marino de Plymouth usando el calamar Loligo forbesii
Steenstrup, 1857 (Figura 34). Se trata de una especie muy comun en las costas
europeas del Atlantico y el Mar Mediterraneo; es largo, alcanza una longitud
de hasta 90 cm, y delgado. Sus caracteristicas aletas forman un rombo alarga-
do y ocupan 2/3 del cuerpo; su nombre comun es “calamar veteado’, y es un
importante recurso pesquero. No encontrd células sanguineas en el interior de
los tubos pero observé que al galvanizarlos con un simple electrodo® causaba
la contraccién del manto.

3 Elverbo galvanizar figura en el Diccionario de la RAE con 4 definiciones. La ultima dice
asi: Estimular musculos o nervios mediante la aplicacion de corrientes eléctricas. Dehia
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En 1936 publicé su descripcion de lo que ahora se conocen como axones
gigantes. Los largos tubos tienen 0.5 a 1 mm de diametro y se originan de nu-
merosas neuronas pequefas (entre 300 y 1500) de la parte posterior del gan-
glio estrellado, cuyas prolongaciones se fusionan. JZ estaba convencido que
serian de gran interés para los fisiologos interesados en la transmision eléctri-
ca. La comprobacion de que esas fibras eran en realidad axones la efectué en
el MBL de Massachusetts. En efecto, cuando eran estimuladas producian una
contraccion coordinada de los musculos del manto y la expulsion del podero-
so chorro de agua que usan en la locomocioén y escape. Es interesante senalar
que las reacciones de escape de peces y anfibios también estan relacionadas
con axones de un didmetro especialmente mayor, hecho que habia sido desta-
cado por Williams en su precursor trabajo.

En Woods Hole, JZ pudo acceder a innovaciones tecnologicas, como os-
ciloscopios, con las cuales pudo medir los cambios en la actividad eléctrica
de la superficie del axon gigante a lo largo del tiempo. Eso lo logré en cola-
boracion con Haldan Hartline (que ganaria el Nobel de 1967 junto a Ragnar
Granit y George Wald por sus descubrimientos sobre los procesos fisiologi-
cos del ojo vinculados con la vision)*. Luego de esa estancia alli, JZ no volvié
a ocuparse del ax6n gigante sino que se dedicé a trabajos experimentales en
fisiologia animal y zoologia. Dej6 que otros continten su trabajo: los nortea-
mericanos Kenneth Cole y Howard Curtis en Woods Hole, por un lado, y los
ingleses Alan Hodgkin y Andrew Huxley en Plymouth, por otro, lograron
medir los cambios en el interior del axén. Para eso disponian de microelec-
trodos (0.1 mm de diametro) y de un método experimental usado por los
electrofisiologos que se llama “pinza de voltaje” (en ingles voltage clamp).
Dos propiedades del calamar, el gran tamaio de sus fibras nerviosas (Figura
38) que inervan el manto permite, la introduccién de un microelectrodo y
la facilidad para obtener el material lo hicieron posible. jUna enorme tarea
para un gran bidlogo sera estudiar, algun dia, el axén gigante del calamar
gigante!

haber estado en primer lugar ya que homenajea a Luigi Galvani (capitulo 4). De hecho, el
experimento de JZ emula al que Galvani llev a cabo usando ranas.

4 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1967/summary/
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Figura 38. Comparacion entre el axon gigante del calamar Loligo (izquierda) y un vervio de
conejo de igual diametro (derecha), formado por muchos axones pequefios.

El potencial de accion y el axon gigante

El papel de la electricidad en el sistema nervioso fue observado por primera
vez en ranas por Luigi Galvani a fines del siglo XVIII que por esa razén ha sido
llamado el “padre de la electrofisiologia” En el siglo siguiente, el fisico italiano
Carlo Matteucci demostro que existe una diferencia de potencial® entre ambos
lados de las membranas celulares (o sea entre el interior y el exterior de la cé-
lula) que puede producir una corriente eléctrica. Su trabajo inspiro, a su vez a
Emil du Bois-Reymond que descubrié el “potencial de accién” en 1843°. ;De
que se trata eso?

Se llama potencial de accién al cambio operado en la diferencia de poten-
cial eléctrico a través de una membrana de una neurona, axdn o fibra muscu-
lar, que se propaga a lo largo de la misma. Es un cambio local y transitorio,
pero rapido y drastico (dura 1 milésima de segundo), de modo tal que el in-
terior de la célula pasa de 70 milivoltios negativos cuando esta en reposo a 40
milivoltios positivos. Luego se recupera la situacion original, més lentamente
(unos 4 milésimas de segundo). En un axon, esa “perturbacion” se va despla-

5  Ladiferencia de potencial es una magnitud fisica que denota el impulso que necesita una
carga eléctrica para que pueda fluir por el conductor de un circuito eléctrico. Se mide en
voltios (V), una unidad que es un homenaje a Alessandro Volta. Por ejemplo, la diferencia
entre los dos extremos de una pila AA es 1.5 V. Hay una diferencia de potencial entre el
interior y el exterior de una célula debida a la diferente concentracién de iones, y se mide
en milivoltios (mV).

6  Mencionado en el capitulo 4: Las ranas y los neurotransmisores
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zando hasta llegar a la sinapsis (Figura 6), y esa es la manera como se transmite
el “impulso nervioso” La velocidad con la que se desplaza el potencial de ac-
cion (y por lo tanto el impulso nervioso) fue medida en 1850 por un amigo de
Bois-Reymond, el médico y fisico Hermann von Helmholtz.

Entre 1902 y 1912 el fisidlogo Julius Bernstein, también aleman, propuso
que el potencial de accidn era el resultado de un cambio en la permeabilidad
de la membrana del ax6n a los iones. En 1907 el francés Louis Lapicque su-
giri6 que para generar un potencial de accion es necesario superar un valor
umbral y que entonces el mismo se “dispara” totalmente: esa es la ley del
“todo o nada”

La hipétesis de Bernsein recién pudo ser confirmada por Kenneth Cole y
Howard Curtis en 1939 en el MBL. Kenneth habia llegado alli por primera vez
en el verano de 1924 para trabajar en biofisica con los huevos de los erizos de
mar Arbacia, y nunca dejé de volver. En 1938 expuso a Alan Hodgkin sus mé-
todos para preparar el ax6n gigante del calamar, y juntos midieron el potencial
de reposo del mismo. Alan era un graduado de la Universidad de Cambridge,
en el Reino Unido, que habia hecho la mayor parte de su trabajo previo en el
laboratorio de Plymouth. Tenia entonces una beca para trabajar en Nueva York
y ese mismo afio conoci6 a Andrew Huxley, otro alumno de Cambridge apenas
tres alos menor. Andrew era descendiente e integrante de una familia nota-
ble en ciencia y literatura desde los tiempos de Darwin. Juntos formaron una
asociacion cientifica muy productiva que concluyé con un Nobel compartido
(Figura 39).

Al afo siguiente, Kenneth y Howard refinaron su tecnologia lo suficiente
como para ser capaces de insertar microelectrodos cuidadosamente dentro del
axon. Por otra parte, Alan regres6 a Plymouth y junto a Andrew pudieron
hacer lo mismo, usando métodos algo diferentes. Los datos que obtuvieron los
ingleses fueron lo suficientemente precisos como para formular una ecuacién
biofisica del potencial de accion. Pero poco después de su hazana cientifica,
Hitler invadié Polonia y comenzd la Segunda Guerra Mundial. En los siguien-
tes aflos Alan y Andrew trabajaron en el disefio de mascaras de oxigeno para
los aviadores y mejoramiento de armas, respectivamente.
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mV
+55

Figura 39. Huxley (izquierda), Hodgkin (derecha) y el potencial de accion del axon gigante
del calamar. Representa la diferencia de potencial en milivoltios (mV) en funcién del tiempo
en milisegundos (ms).

Después de la guerra ambos continuaron sus experimentos con recursos
mas sofisticados y demostraron que los iones potasio son importantes en
la reversion del potencial de accidn a su estado de reposo. En 1949, Alan y
Bernard Katz’ refinaron la hipétesis de Julius Bernstein al considerar que la
membrana del axon puede tener diferentes permeabilidades para distintos
iones y demostraron que el cambio en la diferencia de potencial entre el exte-
rior y el interior de la neurona que permite el ingreso de iones sodio origina
el potencial de accion.

Toda esta linea de trabajo culminé en los 5 trabajos firmados por el trio
Hodgkin, Katz y Huxley. En ellos, aplicando la técnica de “pinza de voltaje”,
determinaron que la permeabilidad del axdn al sodio y al potasio depende del
voltaje y el tiempo. Asi pudieron describir cuantitativamente el potencial de
accion. El modelo conocido como de “Hodgkin y Huxley” incluia hipotéticos
canales por donde pasan esos iones, que existirian en distintos estados: abierto,
cerrado e inactivado. Esas hipotesis fueron confirmadas por Erwin Neher y
Bert Sakmann veinte aflos mas tarde® (capitulo 4).

7 Nobel 1970, mencionado en el capitulo 4: Las ranas y los neurotransmisores

8  Nobel 1991, mencionado en el capitulo 4: Las ranas y los neurotransmisores
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Hodgkin y Huxley fueron dos de los tres galardonados con el Nobel de
1963 por su modelo del potencial de accién. El tercer galardonado fue el neu-
rofisi6logo australiano John Carew Eccles’. Kenneth Cole no lo recibié aunque
su nombre fue mencionado en las respectivas Conferencias Nobel y esta claro
que su trabajo fue una contribucién necesaria para los descubrimientos acerca
de los mecanismos de transmision de los impulsos nerviosos. Esto replica la
situacion narrada en el capitulo 3 sobre el papel de Hamburger en la investi-
gacion acerca del factor de crecimiento nervioso y cuestiona la costumbre de
otorgar los premios en ciencia a individuos.

Eccles fue discipulo de Sherrington en Oxford y mds tarde gran amigo
del filosofo vienés Karl Popper. Eccles conocid a Popper en Nueva Zelandia,
donde este ultimo estaba exiliado (del nazismo, claro), y trabajaron en con-
junto; uno de los resultados mas conocidos de esa cooperacion fue el libro
“El yo y su cerebro”"’. Eccles también tuvo un papel en el descubrimiento y
descripcion de las bases quimicas y eléctricas del funcionamiento del siste-
ma nervioso pero su modelo de investigacion fue sobre todo el gato. En un
principio fue un defensor de la hipdtesis de la sinapsis eléctrica en contra-
posicién de la quimica, pero mas tarde reconocié su equivocacion y la mos-
tr6 con orgullo como un ejemplo de como debe funcionar el conocimiento
cientifico: no avanzar confirmando nuevas leyes, sino descartando leyes que
contradicen la experiencia. Asi lo habia propuesto Popper.

Los logros fueron grandiosos pero los cientificos todavia no podian conec-
tar la actividad de las neuronas con el comportamiento animal. Metaférica-
mente, habian caracterizado el alfabeto con el cual esta escrito el lenguaje de
las neuronas pero no ese lenguaje. Para eso no era util el calamar y se necesita-
ba otro modelo (capitulo 7).

Pasado, presente y futuro de la investigacion cientifica
en cefalopodos

Un andlisis del numero de publicaciones cientificas que tratan de inves-
tigaciones sobre estos fascinantes bichos muestra resultados interesantes.
Los valores quinquenales fueron entre 1 y 10 entre 1900 y 1955, de 80 a 120
entre 1956 y 1970 en el auge de la electrofisiologia basada en el axdn gigante,
un dramatico descenso entre 1971 y 1990 (no mas de 10) y una recupera-

9  https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1963/ceremony-speech/

10 Publicado originalmente en 1977. Popper, K, R.; Eccles, J. C. (1993). El yo y su cerebro,
Barcelona : Labor, 667 pag.

112



6. Calamares

cién entre 1991 y 2000 (alrededor de 30). En el nuevo siglo los valores se
incrementaron muchisimo, llegando a unos 800 por década que abarcan
estudios de acuicultura, comportamiento y, mas recientemente, genética. El
primer genoma publicado fue el del pulpo Octopus bimaculoides en 2015,
en tanto que el del primer calamar correspondié a Euprymna scolopes, de
Hawai, en 2019'.

11 Rokhsar D. S, et al (2015). The octopus genome and the evolution of cephalopod neural
and morphological novelties. Nature 524: 220-224. Spencer V Nyholm S. V. et al. (2019).
Symbiotic organs shaped by distinct modes of genome evolution in cephalopods. Procee-
dings of the National Academy of Sciences of USA 116(8):3030-3035
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Capitulo 7

Las liebres de mar

Los gasteropodos son el grupo de moluscos que incluye a los caracoles, los ar-
quitectos de la naturaleza, con sus conchas dorsales conicas o enrolladas en espiral.
Del lado ventral, se ubica el potente pie muscular con el cual, la mayoria de ellos,
reptan’. También hay gasterépodos sin concha, como las babosas. Se propone que
la concha se ha perdido a lo largo de la evolucion en varios linajes del grupo como
consecuencia de adaptaciones a ambientes y modos de vida particulares.

Aplysia® es un género de gasterépodos marinos llamado comtinmente “lie-
bre de mar” debido a los dos tentaculos que sobresalen de su cabeza, llamados
rindforos, y que recuerdan las largas orejas de las liebres. La primera mencioén
de lepus marinus, es decir liebre de mar, aparece en la Historia Naturalis del
naturalista romano Plinio el Viejo, escrita en el siglo I DC. El nombre actual
del mismo fue propuesto por Linnaeus en 1767, aunque en su trabajo figura
como Laplysia (que se luego interpreté6 como LAplysia). Existen 37 especies
que miden desde 2 hasta 70 cm de largo y llegan a pesar casi 16 kg.

Las aplisias viven en fondos marinos y son herbivoras. Tienen una concha
plana pequena e interna que recubre sus visceras y dos expansiones laterales

1  La palabra gasteropodo también estd formada por dos palabras originarias del griego an-
tiguo: gastér (estomago o vientre) y pous-podés (pie, como ya expliqué con cefalépodo).

2 El nombre proviene del griego Aplytos que significa sucio.
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de la superficie dorsal (el manto): los parapodios (Figura 40). Estos protegen
el cuerpo y los 6rganos respiratorios externos, llamados branquias, hacia los
cuales canalizan una corriente de agua. Por lo tanto, cumplen con una funcién
que corresponde a la concha en la mayor parte de los caracoles. Unas pocas
especies usan los parapodios para nadar.

La mayoria de las aplisias segrega una tinta oscura cuando son molestadas y
probablemente a causa de eso se las bautizé como “sucias” (Figura 41, izquierda).
La tinta no es toxica para los humanos, aunque puede manchar las manos y ensu-
ciar la ropa. Contiene sustancias que espantan a los escasos depredadores que se le
animan, y ademas en ella se acumulan toxinas de las algas que constituyen su dieta.

parapodio
ganglio
MANT abdominal
ganglios de
la cabeza tentaculo
posterior

(rinéforo)

CABEZA

siféon

masa canaleta

: 2 tentaculo
PIE visceral seminal

anterior

tentaculo anterior

GANGLIOS ojo
bucal tentaculo posterior
cerebral canaleta seminal
pleural
pedal orificio genital

parapodio
manto

poro
branauia
glandula de la
parpura

ano

abdominal

sifon

cola

Figura 40. Esquemas de una Aplysia en vista lateral (arriba) y dorsal (abajo), sefialando las
partes del cuerpo que se mencionan en el texto, incluido el sistema nervioso.
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Figura 41. Aplysia californica segregando su tinta (izquierda) y formando una cadena de
individuos en copula (derecha).

Estos animales, como muchos otros caracoles, son hermafroditas, y tie-
nen genitales masculinos y femeninos. En primavera y verano se forman
agregaciones de individuos para copular, alternando el papel de macho y
hembra segin la ocasiéon. Con frecuencia se forman cadenas y circulos de in-
dividuos copulando juntos, en los que un mismo ejemplar ejerce de macho,
introduciendo su esperma en el ejemplar contiguo, y a la vez, es inseminado
por el que viene detras, y asi sucesivamente (Figura 41, derecha). El resultado
de esas orgias de babosas son unas tiras de millones de huevos fecundados
que depositan en el fondo del mar.

Del Pacifico al Baltico

La heroina que llegd a Estocolmo es la especie Aplysia californica Cooper,
1863. Fue descubierta en una playa cerca de Santa Barbara, California, Esta-
dos Unidos y bautizada por el naturalista James Graham Cooper. Esta liebre
de mar vive alo largo de la costa oeste de Estados Unidos, a partir de Oregon,
y alcanza el norte de México, principalmente en la zona entre mareas, pero
también en aguas mas profundas hasta un maximo de 20 m. Su longitud al-
canza 75 cm y su peso los 7 Kg, pero no es la especie mas grande dentro del
género (Figura 42).
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RN B

Figura 42. Aplysia californica Cooper, 1863

Arnold Kriegstein, discipulo de Eric Kandel (uno de los ganadores del Nobel
de 2000), consiguio criar A. californica en el laboratorio desde el embrién hasta el
estado adulto. Durante su crecimiento la liebre de mar pasa primero por una eta-
palarval en la que es un ser microscdpico transparente, como ocurre en los erizos
de mar y en muchos gasterépodos marinos. La larva nada libremente en el agua,
alimentandose de algas unicelulares, hasta la metamorfosis. La siguiente etapa es
una babosa juvenil que cambia su dieta y repta en el fondo marino; es una version
diminuta del adulto. Arnold observé ejemplares juveniles silvestres y advirtié que
descansaban a menudo sobre una especie de alga roja llamada Laurencio pacifica
Kilim 1941. En efecto, las larvas necesitan asentarse alli, de donde extraen las
substancias quimicas necesarias para que se produzca la metamorfosis.

El sistema nervioso de Aplysia

El sistema nervioso se compone de 5 pares de ganglios (Figura 40). Tres
de ellos forman un anillo alrededor del eséfago e incluyen el par principal, los
“ganglios cerebrales”. Los otros dos pares son periféricos y se alojan en la parte
anterior y posterior del cuerpo, respectivamente. Los ganglios de uno o dos de
esos pares se fusionan, y asi en los trabajos cientificos se habla de 8 0 9 unida-
des. Pero lo realmente importa es que esos ganglios tienen relativamente pocas
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neuronas (entre 10000 y 20000)° y muchas de ellas son de gran tamaro, tienen
vivos colores y son accesibles desde la superficie de los mismos. Se trata posible-
mente de las células somaticas mas grandes del reino animal, y solo los évulos
son mayores. Ademds, cada una de ellas tiene una ubicacion fija en el ganglio
y es reconocible por su aspecto. El primer cientifico en proponer que muchas
neuronas eran “Unicas” fue el aleman Richard Goldschmidt en 1908 en el estu-
dio de un ganglio del gusano nematodo Ascaris, gran parasito del intestino (ya
lo volveremos a ver a Goldschmidt en el capitulo 8 y a los nematodos en el 9).
Todos los animales de la especie de Ascaris que estudi6 tenian la misma canti-
dad de células (162) ubicadas en la misma posicién dentro del ganglio.

También en Aplysia cada neurona pudo ser identificada y, ademas, recibié
un nombre. La R2, que forma parte del “ganglio abdominal” (Figura 43) mide
mas de Imm de didmetro, es tan grande como el cerebro de una Drosophila
melanogaster (capitulo 8) o como una docena de Caenorhabditis elegans en-
teros (capitulo 9). Ese gigantismo celular esta relacionado con la poliploidia:
tienen muchos juegos de cromosomas en vez de 2 en cada nucleo. Una célula
R2 tiene cerca de 600000 copias de cada cromosoma.

El nimero de neuronas periféricas (externas a los ganglios) no se conoce
pero se estima en unas 50000 como minimo. Eso incluye neuronas sensoriales
que reciben informacién de los 6rganos de los sentidos, neuronas motoras que
contactan con células musculares e interneuronas que conectan las anteriores. Es
una cifra muy exigua si se la compara con los nervios periféricos de ser humano.

nervio del siféon

nervio génito-pericardico nervio de la branquia

Figura 43. Esquema de los dos ganglios abdominales fusionados con la ubicacion de las
neuronas individuales. Estas se designan con nimeros antecedidos por L (izquierda) y R
(derecha). La célula de mayor tamafio es R2.

3 El “ganglio cerebral” de la mosca Drosophila melanogaster tiene 10 veces mas neruonas, el
cerebro humano miles de millones.
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Las caracteristicas mds notables de las enormes “neuronas ganglionares”
habian comenzado a estudiarse en Aplysia depilans Gmelin 1791 del Atlanti-
co Oriental y el Mar Mediterraneo. Esta especie fue descripta por el médico
aleman Johann Friedrich Gmelin, quien supervis6 entre 1788 y 1793 la de-
cimotercera edicion de la obra de Linneaus y la enriquecié con numerosas
modificaciones y anadidos. Vive en profundidades de 1,5 a 10 m, pero no en la
zona entre mareas; los individuos miden hasta 40 cm y pesan hasta unos 400
g. Se llama asi porque la tradicion indica que al comerla se produce la pérdida
del pelo; por otra parte, una antigua leyenda cuenta que el emperador romano
Tito fue envenenado por su hermano con una Aplysia aunque no consta que
primero haya quedado calvo.

Las investigaciones sobre A. depilans fueron llevadas a cabo en Francia por
dos emigrados: Ladislav Tauc, que llegd desde la actual Republica Checa en
1949 y trabajaba en Paris, y Angélique Arvanitaki, que arrib6 desde Egipto y
trabajaba en Marsella. Junto al esposo de Angélique, Nick Chalazonitis, for-
maron un trio de neurofisidlogos que lograron los primeros registros intrace-
lulares de neuronas gigantes de la liebre de mar en 1955. En ese momento, sus
trabajos se vieron eclipsados por la marea de publicaciones sobre el gigante
axon del calamar* (capitulo 6).

Claro que Aplysia, un herbivoro con relativamente pocas neuronas, no pue-
de competir en “inteligencia” con los cefalépodos, activos cazadores con gran
capacidad para los aprendizajes complejos. Pero era exactamente lo que que-
rian los neurocientificos de comienzos de la segunda mitad del siglo XX: un
organismo que presente comportamientos estereotipados pero aprendidos y
que puedan ser explicados en términos de la biologia molecular de neuronas
y sinapsis individuales.

Las bases celulares del comportamiento de Aplysia californica habian co-
menzado a ser estudiadas por Felix Strumwasser, del Instituto de Tecnologia
de California, en la década de 1960. Con esas “pocas” neuronas él comprobd
que la liebre de mar es capaz de encontrar la particular comida vegetal que
forma su dieta, evadir los depredadores, dormir y despertar con un ciclo dia-
rio similar al nuestro, copular con otros individuos pero solo en verano y
otofo, realizar una variedad de tareas aprendidas y probablemente migrar.
iGracias a esas neuronas, esos bichos son capaces de aprender, como la ma-
yoria de los animales en mayor o menor grado! Y, ademas, esa Aplysia logro6
integrar el grupo de las celebridades zooldgicas y conocer Estocolmo junto a
su jefe, Eric Kandel.

4  Capitulo 6: El potencial de accion y el axén gigante
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El Nobel de 2000: homenaje a la neurobiologia

Eric comparti6 el premio con Arvid Carlsson y Paul Greengard’, que re-
conocio el conjunto de sus trabajos, y fue otorgado por los estudios sobre los
procesos quimicos involucrados en las conexiones de las neuronas entre si y
con las células musculares. Es decir, en la sinapsis. Especificamente, tal como
sostuvo la Academia Sueca, “por sus descubrimientos sobre la transduccion®
de senal en el sistema nervioso”. Carlsson y Greengard no usaron a Aplysia
como modelo experimental, pero es pertinente dedicarles unos renglones.

El sueco Arvid Carlsson descubrié que la dopamina es un neurotransmi-
sor en el cerebro y que tiene mucha importancia en nuestra capacidad para
controlar los movimientos. Un logro adicional fue la observaciéon de que la
enfermedad de Parkinson es causada por la falta de dopamina en ciertas partes
del cerebro y su consecuencia el desarrollo de un remedio eficiente (L-dopa)
para esta enfermedad.

El norteamericano Paul Greengard descubrié como la dopamina, y otros
neurotransmisores ejercen su accion en el sistema nervioso. Todo neurotrans-
misor liberado en la membrana presinaptica de la terminacion de un axén
acttia primero sobre un receptor de la membrana postsinaptica de otra neuro-
na’. Este receptor dispara en esa segunda neurona una secuencia de reacciones
quimicas que afecta unas proteinas clave que regulan varias funciones de dicha
neurona. Esa secuencia se describe con la poética metafora de una “cascada”
de reacciones. ;De que manera son afectadas esas proteinas clave? Su forma
cambia por la adiciéon o remocioén de unas moléculas que contienen fésforo;
se llaman “grupos fosfato”. Asi se pudo identificar el mecanismo quimico com-
pleto por medio del cual los neurotransmisores transportan sus mensajes de
una neurona a otra.

De Viena a Nueva York, y del psicoanalisis a la neurobiologia

La Viena del primer tercio del siglo XX era, segtn dicen, el polo intelectual y
artistico de Europa. Alli nacié Eric Kandel en una familia de la numerosa clase
media judia. Pero las cosas cambiaron y a los 9 afios debié emigrar debido a la
persecucion de los nazis. Su destino fue Nueva York, donde curso sus estudios

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2000/summary/

transduccion: transformacion de un tipo de senal en otro distinto (por ejemplo: eléctricay
quimica)
7 Capitulo 4, figura 23
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secundarios en una buena escuela publica de su barrio, Brooklyn. Sus intereses
eran, seglin cuenta en su autobiogratia®, la historia, la escritura, las muchachas y el
futbol. Luego de egresar paso, becado, a Harvard donde obtuvo un grado acadé-
mico en historia europea de los siglos XIX y XX. Alli también comenzd su interés
por el psicoanalisis al punto que decidié que dedicaria su vida a esa profesion.

Para ser psicoanalista lo mejor era estudiar medicina y especializarse en
psiquiatria. Logré ingresar a la escuela de medicina de la Universidad de Nue-
va York en 1952. Cuando estaba en la tltima etapa de su carrera, Eric se inte-
reso, ademads, por la biologia de la mente, algo raro para los psicoanalistas de
aquella época. Por esa razén tomo un curso en la Universidad de Columbia,
donde luego fue postdoctorando. Alli supo de los trabajos de Stephen Kuffler,
un médico vienés que se hizo fisidlogo y que fue uno de sus tres grandes “hé-
roes neurobiologicos” junto a los Nobeles Bernard Katz y John Eccles. {Kuffler
estudiaba las dendritas de neuronas de cangrejos de rio y langostas pero de una
forma novedosa: las podia ver y tomar registros de su actividad directamente!
Fue asi como Eric percibio la utilidad de los invertebrados en neurobiologia.

Trabajo en los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos entre 1957
y 1960, tratando de comprender los mecanismos celulares y moleculares del
aprendizaje y la memoria. Inicialmente, su método fue el registro de la acti-
vidad intracelular de las neuronas y su modelo el hipocampo, una parte del
cerebro de los vertebrados particularmente importante para los recuerdos. El
tema de los recuerdos era la conexion con el psicoanalisis, su primera pasion
como estudiante.

Se trataba de un sistema complejo y una tarea dificil. Era el momento de
buscar un modelo que permita un enfoque diferente que él llamé “reduccio-
nista”. En sus propias palabras: “Yo queria un sistema que sirviera para el es-
tudio del aprendizaje del mismo modo que el axén gigante del calamar habia
servido para estudios del potencial de accion o la sinapsis neuromuscular de la
rana para estudiar la transmision sinaptica™. Era una audacia en aquel tiem-
po pretender hacer inferencias a partir de “cerebros simples” al complejo de
los mamiferos y sobre todo al humano, y los cientificos veteranos trataron de
disuadirlo. Pero Eric estaba convencido que los mecanismos basicos de la me-
moria debian haberse conservado a lo largo de la evolucion animal.

Comenz6 entonces una busqueda que incluyé crustdceos, moscas, el ya
mencionado gusano nematodo Ascaris (que volvera a aparecer en el capitulo

8 Kandel, E. R. (2007). En busca de la memoria : nacimiento de una nueva ciencia de la
mente. Buenos Aires : Katz, 569 pag.

9  https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2000/kandel/biographical/
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9) y concluy6 con Aplysia. Asi fue como, luego de completar su residencia mé-
dica, obtuvo una beca postdoctoral en 1962 para para ir a trabajar al laborato-
rio de Ladislav Tauc en Paris.

No fue simple encontrar un comportamiento apto para dar los primeros
pasos en el estudio de la memoria: muchos relacionados con la alimentacién,
la locomocidn, la expulsion de la tinta y, sobre todo, la reproduccion eran
demasiado complejos e involucraban en general varios ganglios. Se concen-
tré entonces, con sus colegas, solo en aquellos gobernados por el ganglio
abdominal (Figura 43), que contiene unas 2000 células y controla la respira-
cién, el ritmo cardiaco, la postura de huevos y el reflejo de retracciéon de la
branquia.

relajada retraida

sifon

neurona sensorial

<=

neurona motora

—_—

L,

branquia

estimulo

Figura 44. Reflejo de retraccion de la branquia y el sifon en Aplysiay esquema de un reflejo
simple (la flecha indica la sinapsis entre la célula sensorial y la motora).

En 1968 eligio este ultimo reflejo: cuando se toca levemente el sifén, una
parte de la cavidad del manto por la cual se expulsa el agua, éste y la branquia
se retraen al interior de la misma como una forma de proteccion. Un reflejo
simple consta de neuronas sensoriales que reaccionan frente a un estimulo y
neuronas motoras que generan la respuesta muscular (Figura 44, derecha). En
la mayoria de los reflejos existen también neuronas intermedias que relacionan
los otros dos tipos.
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Ese mismo afo, Eric logré estimular una neurona individual y generar una
contraccion muscular que causaba la retraccion de la branquia. Fue la primera
de las 6 neuronas motoras del ganglio abdominal que intervienen en el refle-
jo activando los musculos del parapodio. Luego se identificaron las 6 células
sensoriales del sifon que perciben el estimulo y por ultimo un par de neuronas
intermedias.

A partir de alli el trabajo se enfoco en el nivel neuronal y en particular en
la sinapsis. El Nobel le fue otorgado por los descubrimientos acerca de las mo-
dificaciones en la eficiencia de las sinapsis y de los mecanismos moleculares
involucrados. Demostro, usando a Aplysia como modelo experimental, que los
cambios en el funcionamiento de la sinapsis son importantes en la memoria y
el aprendizaje.

Eric encontré que ciertos estimulos originaban una “amplificacion” del re-
flejo de proteccion de la branquia de Aplysia. Este refuerzo del reflejo podia
permanecer por dias y semanas, de modo que se origina una especie de apren-
dizaje. Y luego mostr6é que el aprendizaje se debe a una amplificacién de la
sinapsis que conecta las neuronas sensoriales con las motoras que activan los
grupos musculares de los parapodios.

Inicialmente mostrd que estimulos débiles originan una forma de memo-
ria de “corto plazo” que dura desde minutos hasta horas. El mecanismo de
este tipo de memoria es que unos “canales i6nicos”'® particulares son afec-
tados de una manera tal que mas iones calcio entran en la terminacion ner-
viosa. Esto conduce a un incremento en la liberacién de neurotransmisores
en la sinapsis y en consecuencia a la amplificacion del reflejo. Este cambio
se debe a la adicion de fosfato a ciertas proteinas de los canales idnicos, el
mecanismo molecular propuesto por otro de los galardonados en el 2000:
Paul Greengard.

Un estimulo mas poderoso y aplicado un tiempo mas largo origina una
memoria de “largo plazo” que puede permanecer semanas. Ese fuerte estimulo
origina un incremento de los niveles de una pequenia molécula que actia como
un “mensajero intracelular”; la adenosina monofosfato ciclico o cAMP, para
los amigos. El resultado es, a su vez una “cascada” de sefiales moleculares que
llegan al nucleo de la neurona y causan un cambio en el nimero de proteinas
de la sinapsis: algunas aumentan y otras disminuyen. El resultado final es que
la superficie de la sinapsis aumenta y por lo tanto hay una mayor duracién de
su funcién. Al contrario de lo que ocurre con la memoria de corto plazo, la de
largo plazo requiere la formacion de nuevas proteinas.

10 Capitulo 4: Las ranas y los neurotransmisores
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En pocas palabras, Eric demostré que ambos tipos de memoria en Aply-
sia estan localizadas en la sinapsis. En la década de 1990 mostré que los
cambios de la funcidn sindptica en los ratones eran del mismo tipo que los
que habia detectado en la liebre de mar. Los mecanismos fundamentales
que €l revel6é por medio de esa especie también seran aplicables a los seres
humanos.
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Capitulo 8

Una mosca pequeia
y un capitulo muy largo

Los insectos son el grupo de animales mds numeroso en especies. Una lista
muy sucinta de nombres comunes de insectos incluye libélulas, saltamontes,
grillos, langostas, cucarachas, chinches, pulgones, piojos, pulgas, mariposas,
polillas, abejas, avispas, hormigas, escarabajos, gorgojos, tijeritas, moscas,
mosquitos y tabanos. Pero cada uno de esos nombres vulgares representa de-
cenas, centenas o miles de especies.

Todos los insectos tienen el cuerpo formado por unidades que se suceden
a lo largo de una linea imaginaria que va de la cabeza a la cola y que los zo6-
logos llamamos “eje anteroposterior”. Esas unidades son los “segmentos”, que
se agrupan en tres regiones: cabeza, térax y abdomen (Figura 45). Los tres
segmentos posteriores a la cabeza, que forman el torax, llevan un par de patas
cada uno y por esa razon a estos animales también se los llama “hexdpodos”,
que quiere decir 6 pies. Ademas muchos insectos tienen dos pares de alas en
los segmentos que corresponden al segundo y tercer par de patas. Esos dos
pares pueden ser iguales, como en las abejas, o diferentes como en los escara-
bajos. Hay insectos sin alas: unos nunca las tuvieron, otros las perdieron a lo
largo de la evolucién, como ocurrié en las pulgas y piojos.
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También hay insectos en los cuales las alas del segundo par estain muy redu-
cidas, y funcionan como estabilizadores del vuelo denominados “halterios™.
El resultado es que esos insectos parecen tener solo un par de alas, o sea una a
cada lado del cuerpo, y por eso se los llama “dipteros” que quiere decir dos alas.
No son simpaticos y se los asocia con la suciedad (las moscas) o las picaduras
(los tabanos y los mosquitos). Los mosquitos transmisores de enfermedades
matan muchisima mas gente en el mundo que tiburones y leones juntos.

Este capitulo trata de un diptero: Drosophila melanogaster. Es una pequeia
mosca, llamada cominmente mosca del vinagre o mosca de la fruta, que se
convirtié en uno de los modelos mas usados en investigacion en genética y
embriologia desde comienzos del siglo XX.

El género Drosophila fue bautizado por el naturalista sueco Carl Frederick
Fallén, en 1823 y el nombre que eligid es poético, ya que en griego significa lite-
ralmente “amante del rocio”. Se han descripto mas de 1500 especies, aunque se
estima que son varios miles. Una de ellas es Drosophila melanogaster Meigen,
1830 descripta a partir de especimenes de Austria. Johann Wilhelm Meigen fue
un entomologo aleman pionero en la investigacion de los insectos dipteros (Fi-
gura 45). La palabra melanogaster, que us6 para diferenciarla de otras especies
significa panza negra®. O sea, Drosophila melanogaster quiere decir “amante del
rocio con panza negra’. Un comienzo poético y un final no tanto, en mi opinién.

Figura 45. Esquema de Drosophila melanogaster

En tiempos de Meigen la descripcion de una especie nueva era muy conci-
sa, de modo que podria aplicarse a varias distintas. Su coleccion de dipteros y
dos volumenes con sus excelentes acuarelas fueron llevadas al Museo de Histo-

1 En el Diccionario de la RAE no figura la palabra “halterio”. Solo reconoce el femenino “hal-
tera’, para designar una barra con pesos en los extremos que se usa en la halterofilia, o sea el
levantamiento de pesas. Con un poco de imaginacion, el halterio se parece a una haltera.

2 La palabra melanogaster esta formada por dos términos griegos: melas, melanos (negro) y
gaster (estdbmago, vientre, o también panza).
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ria Natural de Paris en 1839. Alli hay un macho y dos hembras con la etiqueta
que dice Drosophila melanogaster; el macho fue disecado y fue designado es-
pécimen tipo de la especie.

Luego la mosquita ha sido descripta muchas veces y recibié distintos nom-
bres (sin6nimos) en diferentes sitios. Algunos investigadores proponen que se
origind en el Africa Sub-Sahariana, que debe haber llegado a Europa y Asia
hace entre 10 y 15000 afos atrds y recientemente a América y Australia. A
medida que aumentaron los viajes humanos, Drosophila melanogaster llego a
colonizar todos los continentes e islas.

Su hébitat natural esta asociado con la presencia de frutos en descompo-
sicién asi como toda clase de materia vegetal. Alli convive con numerosos
microorganismos, que constituyen su principal fuente de alimentos, y otros
pequeiios animales incluyendo otras especies del género con las cuales inte-
ractua. Se ha pensado que todas las poblaciones del mundo deberian ser gené-
ticamente similares debido a su asociacién con la especie humana y sus migra-
ciones. Sin embargo, al estudiarlas en su medio natural se llego6 a la conclusion
opuesta y se la ha dividido en diferentes subespecies asociadas con distintos
habitats o climas.

El ciclo de vida

El ciclo de vida de Drosophila melanogaster se caracteriza por grandes cambios
corporales, como ocurre en escarabajos, mariposas, abejas, avispas y hormigas.
Y aqui estan los detalles: (Figura 46).

1-2 dias
a

Huevo %
\ 1-2 dias

7,

Larva 1 4/
&b
7 1-2 dias

Hembra adulta

1-2 dias

Figura 46. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster y la duracion de las etapas en el
laboratorio a 25°C aproximadamente y con buen alimento.
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Machos y hembras se reconocen, tanto en cuanto a la especie como al sexo, por
medio de feromonas® que producen ellas. Durante la copula el macho transfiere es-
permatozoides a la hembra, que los almacena en unos 6rganos especiales llamados
“espermatecas”. Los ovocitos maduran en el ovario y, finalmente, cada uno de ellos
se encuentra formando un “foliculo ovarico” junto a 15 células nutritivas y una
lamina de células (llamada epitelio folicular,) que envuelve el conjunto. La fecun-
dacién ocurre en el ttero y al cabo de 15 minutos el cigoto comienza a dividirse.

Los huevos miden aproximadamente 0,5 mm, son blancos, ovoides y se-
mejan un minusculo grano de arroz. El embridn estd rodeado por dos mem-
branas, una interna delgada y otra externa llamada “corion” que, en el extremo
anterior, se extiende formando dos delgados “filamentos respiratorios” (Figura
46a). Estos permiten el intercambio de gases de los huevos con el aire, ya que
sobresalen del sustrato en que fueron enterrados por la hembra: frutas en des-
composicion, otros restos vegetales o un medio artificial de cultivo.

El desarrollo del embrién en el laboratorio, a 25 °C, dura alrededor de un
dia (Figura 46a). A pesar de ser un evento continuo, para facilitar su estudio ha
sido dividido en 17 estadios por José Antonio Campos-Ortega y Volker Har-
tenstein en 1985% Al cabo de ese tiempo eclosiona una primera larva. Tiene
la forma de un gusanito blanco, con una estructura relativamente simple si se
compara con las larvas de otros insectos como las mariposas: carece de patas,
su cabeza es pequeia y solo tiene unas “mandibulas” en el delgado extremo
anterior (Figura 46b). El cuerpo es blanco pero cuando se observa con detalle
la superficie ventral se ven una hileras de “denticulos” microscopicos que son
la evidencia externa de la naturaleza segmentada del mismo.

Luego de otro dia se transforma en una segunda larva, mediante un pro-
ceso llamado “muda” o ecdisis” (Figura 46¢). La muda es una caracteristica
del crecimiento de todos los insectos y demas artréopodos®, asi como de otros
animales (como veremos en el proximo capitulo), cuyo cuerpo esta envuelto
en una cuticula mas o menos rigida que limita su tamafio. Por esa razdn, peri6-
dicamente se despojan de la cuticula luego de fabricar una nueva por debajo,

3 Feromona es una sustancia quimica cuya liberacién al medio por un organismo, influye en
el desarrollo o en el comportamiento de otros miembros de la misma especie

4  Campos-Ortega, J. A.; Hartenstein, V. (1985). The Embryonic Development of Drosophila
melanogaster. Springer-Verlag, Berlin, 227 pag.

5  Los artréopodos son el grupo de animales con el mayor nimero de especies. La palabra
significa “patas articuladas” y proviene de dos términos griegos: drthron = articulacion y
pous-podds = pies. Incluye todos los insectos, crustaceos (por ejemplo langostinos y can-
grejos), aracnidos (por ejemplo, arafias, escorpiones y garrapatas) y miriapodos (cienpies).
Y muchos organismos extintos.

130



8. Una mosca pequeia y un capitulo muy largo

inicialmente blanda y plegada, pero que luego se estira y endurece. Asi, crecen
de una manera discontinua.

La segunda larva es, entonces, mas grande y 24 horas mas tarde también
muda originando una tercera larva, la mayor de las tres. Las larvas se alimen-
tan del substrato en que fueron depositados los huevos; la tercera (Figura 46d)
emerge del substrato y se ubica en un lugar seco y limpio donde comienza su
transformacion en pupa (Figura 46e).

La pupa es un estado de aparente reposo, Externamente se va oscureciendo
progresivamente y en su interior se produce la metamorfosis que la transfor-
mard en una mosca adulta, también conocida como “imago”. Muchas estruc-
turas larvales desaparecen pero otras (como el sistema nervioso, ovarios o tes-
ticulos) se preservan, aunque se modifican.

La mayoria de las partes nuevas del adulto se forman a partir de unos gru-
pos de células indiferenciados que estaban presentes en lugares especificos de
las larvas. Son los “discos imaginales” y los “histoblastos”, que crecen durante
el desarrollo de la larva y se diferencian en la pupa (Figura 47). Los primeros
tienen la forma de lagrima mindscula y originan las alas, las patas, los ojos, los
apéndices de la boca y los conductos genitales. Los histoblastos originan parte
de la epidermis de los segmentos del abdomen y los 6rganos internos del adul-
to (por ejemplo, estomago, intestino, corazén). La pupa se transforma en adul-
to al cabo de 3 o 4 dias, cuya vida se extiende unas 10 semanas (Figura 46f).

h: histoblastos

DISCOS

1 labial

2 clipeolabral
3 humeral

4 ojoy antena
5 primera pata
6 segunda pata
7 tercera pata
8 ala

9 halterio

10 genital

Figura 47. Ubicacion de los 10 discos imaginales y los histoblastos en el tercer estadio larval
de Drosophila melanogaster (figura central, se representa solo un lado pero del otro es igual).
La imagen de la larva esta dividida y no incluye la mayoria de los segmentos del abdomen.
Por fuera, se ilustran las piezas del adulto que originan los discos e histoblastos.
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Un modelo experimental muy exitoso

El Nobel se otorgé a los siguientes cientificos que usaron Drosophila mela-
nogaster en sus investigaciones:

« en 1933 a Thomas H. Morgan por establecer el papel de los cromosomas

en la herencia.

en 1946 a Hermann J. Miiller por el uso de la irradiaciéon con rayos X
para producir mutaciones en un organismo vivo.

en 1995 a Edward B. Lewis, Christiane Nuesslein-Volhard y Eric F.
Wieschaus por su contribucion al descubrimiento del control genético
del desarrollo embrionario temprano.

en 2011 a Bruce A. Beutler y Jules A. Hoffmann por su éxito en definir
la inmunidad innata.

en 2017 a Jeffrey C. Hall, Michael M. Rosbash y Michael W. Young por
sus contribuciones al conocimiento de los mecanismos moleculares que
controlan el ritmo circadiano (dia/noche).

Las principales razones que hicieron de ella uno de los animales de labora-
torio mds usados son:

132

Su cuidado y cultivo requieren poco equipamiento, espacio y dinero,
aunque se haga en gran escala,

Puede ser anestesiada facil y seguramente con éter, diéxido de carbono
o enfriamiento,

Su morfologia es facil de reconocer una vez que esta anestesiada,

Tiene un tiempo de generacion corto de modo que en pocas semanas
pueden estudiarse varias generaciones,

Las hembras son muy fecundas,

Machos y hembras son faciles de distinguir y las hembras virgenes faci-
les de aislar, lo que facilita los cruzamientos,

La larva madura tiene cromosomas gigantes en las glandulas salivales,
llamados “politénicos’, y engrosamientos llamados “puffs” que indican
las regiones en que los genes se transcriben y por lo tanto estan activos,

Tiene solo 4 pares de cromosomas, uno de los cuales incluye los cromo-
somas sexuales,



8. Una mosca pequeia y un capitulo muy largo

o El desarrollo desde el huevo fertilizado hasta el animal maduro esta es-
tudiado en detalle,

« Se identificaron numerosos mutantes, algunos de ellos faciles de distin-
guir morfoldgicamente, se conoce su genoma completo® y existen técni-
cas de investigacion genéticas especificas para la especie.

La historia de la llegada de Drosophila melanogaster a los laboratorios es
algo confusa, pero es seguro que este evento tuvo lugar en Estados Unidos. Se
piensa que el entomologo norteamericano Charles William Woodworth fue el
primero en criar estas mosquitas en cautiverio y en cantidad, cuando trabajaba
en la Universidad de Harvard en 1900 y 1901. También fue el responsable de
sugerir a los primeros genetistas de esa universidad usarlas como herramienta
de investigacion.

En su autobiografia Thomas H. Morgan cuenta que Woodworth present6
este organismo a William E. Castle. Se trataba del embridlogo que comenzd
a investigar en genética en Harvard luego del “redescubrimiento” de las leyes
de Mendel’. Su modelo inicial fue el conejillo de indias, pero luego empled las
mosquitas para sus trabajos sobre los efectos de la endogamia.

Por otra parte, el ictidlogo William J. Moenkhaus habia llevado ejemplares
a su laboratorio de la Universidad de Indiana en 1903 y convenci6 al entomo-
logo Frank E. Lutz de su utilidad en el estudio experimental de la evolucion.
Lutz, que entonces trabajaba en el laboratorio de la Institucién Carnegie en
Cold Springs Harbor, Long Island, descubri6é que algunos ejemplares tenian
los ojos blancos, al contrario que los ojos de la gran mayoria que eran rojos.
Cri6 esos mutantes y, aparentemente, entrego6 ese cultivo a Thomas H. Mor-
gan, que en ese momento estaba buscando un material barato para criar en el
pequeiio espacio que disponia en la Universidad de Columbia. Sin embargo,
Morgan, en una carta de 1935 comento, respecto de la donacion de Lutz, “si
fue asi, lo he olvidado”.

Por ultimo, Alfred Sturtevant, uno de los discipulos de Morgan escribi6 que
algo del primer material usado fue recolectado en tiendas de comestibles que
existian en Woods Hole, Massachusetts. En resumen, no se sabe como obtuvo
Morgan, en algin momento del afio 1908 sus primeras moscas.

6  Adams M. D. et al. (2000). The genome sequence of Drosophila melanogaster. Science 287
(5461): 2185-2195.

7  Capitulo 1: Enanos y gigantes.
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Un zodlogo ecléctico que se convertira en genetista, y su alumna

Thomas Hunt Morgan se doctor6 en la Universidad Johns Hopkins de Bal-
timore, Estados Unidos en 1890. Su trabajo de tesis fue un estudio morfolé-
gico del desarrollo de un grupo particular de artrépodos, los picnogénidos,
también llamados “arafias de mar”. Al afio siguiente fue nombrado Profesor
Asociado de Biologia en el Bryn Mawr College, una universidad para mujeres
del estado de Pennsylvania que fue la primera de Estados Unidos en ofrecerles
carreras de postgrado. Sucedié a Edmund Beecher Wilson, llamado “primer
citélogo de América’, un pionero en usar caracteristicas embrionarias para es-
tablecer relaciones evolutivas entre los distintos grupos animales.

Figura 48. Thomas H. Morgan y su alumna Nettie Stevens

Alli, Thomas fue director de la tesis doctoral de Nettie Stevens, quien habia
llegado en 1900 y se doctor6 en 1903 (Figura 48). Stevens habia trabajado en
la Stazione Zoologica de Napoles y ademas en el Instituto Zooldgico de la Uni-
versidad de Wiirzburg con Theodor Boveri en 1901 y 1902. En 1904, ella obtu-
vo una beca de investigacion postdoctoral y pudo dedicarse a la investigacion
en Bryn Mawr hasta su temprana muerte, colaborando a menudo con Morgan;
también volvi6 a trabajar con Boveri durante 1908. En 1905 Nettie publicd
su inmenso trabajo sobre el desarrollo de los espermatozoides en insectos y,
particularmente sobre el papel del cromosoma Y en la determinacion del sexo.
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El modelo mas exitoso con el que trabajo ella fue el pequeiio gorgojo de la
harina Tenebrio molitor. Con él propuso que los cromosomas siempre existian
en pares (jahora sabemos que no es siempre asi!) y que en los machos Y es la
pareja del cromosoma X descubierto en 1890 por Hermann Henking. También
contradijo la idea de X como determinante el sexo propuesta por Clarence
Erwin McClung, que era erronea, y sostuvo que el sexo esta determinado por
una unica diferencia entre dos clases de espermatozoides: los que poseen el
cromosoma X y los que poseen el cromosoma Y. Un 6vulo fecundado por un
espermatozoide portador de X producia una hembra y si era portador de un
cromosoma Y, daba lugar a un macho.

En 1908 Nettie publicd un trabajo sobre las células sexuales de ciertos dip-
teros con los resultados de la diseccién y examen de alrededor de doscientos
individuos incluyendo a Drosophila ampelophila que, en realidad, es un “sin6-
nimo” de Drosophila melanogaster. O sea es la misma especie con otro nombre,
hecho bastante comun en zoologia y que fue oportunamente corregido. Ella
describi¢ alli las tres parejas de cromosomas del macho como iguales a las de
la hembra, y los cromosomas sexuales como una pareja claramente desigual.
Supuso que el mayor de los dos cromosomas era el cromosoma presente por
duplicado en la hembra. Sin embargo, reconocié que no pudo observar cla-
ramente los cromosomas sexuales de los machos, por lo que no se atrevia a
afirmar si se trataba de un caso X0 (ausencia de Y como en otros insectos) o
XY. Hoy ya no hay dudas (Figura 49).

hembra macho
2 J.. & 3 2 Jn &

3
4 4
X X Y X
1 1

Figura 49. Los 4 pares de cromosomas en Drosophila melanogaster tal como se ven con el
microscopio en la segunda fase de la division celular (mitosis) en una hembra (izquierda) y en
un macho (derecha). Los pares de cromosomas se denominan 1 (ya sea XX o XY), 2, 3,y 4.
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Edmund Wilson descubri6 independientemente ese mecanismo el mismo
afo que Stevens, cuando ya trabajaba en la Universidad de Columbia, en Nue-
va York. El se llevd gran parte del crédito, aparentemente por ser profesor, vivir
mas tiempo y tener un cromosoma Y.

Morgan, pionero del estudio de la regeneracion

Volviendo a Morgan, en sus estadias en la Stazione Zoologica de Napoles
en 1984, 1985 y 1900 se habia puesto en contacto con cientificos de la talla de
Anton Dohrn y Hans Driesch® con quienes comprendio6 la importancia del
enfoque experimental en los estudios biologicos y, sobre todo, embrioldgicos.
Hasta poco tiempo atras, el enfoque predominante en embriologia, que era el
principal interés al comienzo de su carrera, era el descriptivo.

Hacia 1895, se intereso6 en la regeneracion de partes del cuerpo perdidas
que presentan muchos animales, luego de percibir las dificultades del trabajo
experimental que presentaban las primeras etapas del desarrollo embrionario.
La regeneracion esta presente en diferentes grandes grupos zooldgicos, tanto
invertebrados (esponjas, cnidarios, platelmintos, anélidos, crustaceos, insec-
tos, moluscos y equinodermos) como vertebrados (peces y anfibios). Morgan
fue especialmente inspirado por el trabajo de Lazzaro Spallanzani’®, que expe-
rimentd con una variedad de organismos, incluyendo planarias (unos famosos
gusanitos bizcos), lombrices de tierra, cangrejos ermitafios y peces, y replico
muchos de los trabajos de su predecesor.

El 1901 habia publicado mas de 30 articulos sobre el tema y un libro que
se llamd, justamente “Regeneracion” en el que presentd, por una parte, el
trabajo experimental que realiz6 y superviso y, por otra, sintetizd y critico
el trabajo de sus predecesores. Al revisar un gran nimero de fenomenos re-
generativos, establecié una terminologia cientifica especifica que todavia se
usa hoy en dia y destaco las importantes similitudes entre esos fenomenos y
el desarrollo embrionario.

En 1904 Thomas Morgan llegé al departamento de zoologia de la Univer-
sidad de Columbia, en Nueva York, donde ya estaba Edmund Wilson, y conti-
nuo con sus trabajos aunque con la perspectiva pesimista de que “nunca com-
prenderemos el fendmeno del desarrollo y la regeneracion”

8  Capitulo 1: Espermatozoides, 6vulos y embriones. Capitulo 5: El Vesubio y la embriologia
experimental

9  Capitulo 4: Inicio
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El cuarto de las moscas de la Universidad de Columbia

Morgan comenz6 a cultivar Drosophila melanogaster probablemente en
1908 en su pequeiio laboratorio (;5 x 7 m, con 8 escritorios!), el “fly room” o
cuarto de las moscas (Figura 50). En los primeros trabajos la especie también
era mencionada como Drosophila ampelophila y su finalidad no era todavia
estudiar genética sino la evolucion bioldgica.

Figura 50. El cuarto de las moscas dela Universidad de Columbia en 1920 (arriba; ¢para que
serian las bananas?) y Thomas Morgan trabajando alli (abajo).
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En efecto, su estudio de la regeneracion le hizo plantearse una pregunta cla-
ve. La teoria propuesta por Charles Darwin para explicar el origen de nuevas
especies era la seleccion natural de pequefas variaciones continuas y al azar.
;Como se podria haber adquirido la capacidad de regenerar por medio de un
proceso lento y gradual cuando la regeneracion es util para un animal solo si la
parte perdida se recupera en una generacién? Su conclusion fue que la apari-
cion de esa capacidad por medio de pequenos cambios no serviria en la “lucha
por la existencia”. Por lo tanto rechazaba la idea de Darwin de las pequenas va-
riaciones continuas. Por el contrario, apoyaba la idea de Hugo Marie de Vries'
de la existencia de variaciones discretas, las mutaciones.

Con la mosquita, Morgan queria ver si podia inducir mutaciones por me-
dio de cruces endogamicos, o sea entre parientes proximos. Trabajé meses en
ello, sin obtener resultados, hasta que un dia empezaron a aparecer mutantes
en sus cultivos, empezando por un patron atipico del térax. Pero fueron los
mutantes de ojos blancos que recibié o encontré en 1909" los que cambiaron
la direccién de sus investigaciones; a partir de entonces se desarroll6 la teoria
cromosomica de la herencia. Al mismo tiempo se comprendié un fenémeno
que contradecia aparentemente los resultados esperados al aplicar las leyes de
Mendel: la herencia ligada al sexo.

Vamos por partes. Como muchos en su época, Morgan era escéptico acerca
de la teoria propuesta por Boveri y Sutton que proponia que los cromosomas
eran la sede material de la herencia. El criticaba el sesgo de algunos cientificos
de asociar fenémenos como la herencia de caracteres con estructuras conoci-
das como, por ejemplo, los cromosomas. En 1910 publicé un articulo expli-
cando las razones por las cuales era reacio a aceptar esa teoria'”.

Sin embargo cuando comenzé a criar los mutantes de ojos blancos vié como
ese caracter se heredaba a lo largo de sucesivas generaciones. Primero Morgan
detectd que los ojos blancos aparecian solo en los machos. Cuando cruzé esos
machos con hembras de una linea pura de ojos rojos descubrié que todas las
hembras que descendian de esos cruzamientos tenian los ojos rojos. Luego
cruzd esas hembras de la segunda generaciéon con los machos originales de
ojos blancos para ver si la herencia del color de los ojos seguia el patrén predi-
cho al aplicar la primera ley de Mendel: es decir, si aparecia una mosca de ojos

10 Capitulo 1: Genes, desarrollo y evolucién

11 No se sabe silo obtuvo él mismo por primera vez o si lo dié un colega, aunque eso es lo que
menos importa ahora

12 Morgan, T. H. (1910). Chromosomes and heredity. The American Naturalist 44: 449-496
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blancos por cada tres de ojos rojos. La proporcién esperada se confirmo, pero,
entre todos los “nietos”, solo los machos presentaban ojos blancos (Figura 51).

Morgan sabia, a partir de los resultados de Nettie Stevens, que las hembras
de Drosophila melanogaster y de otros insectos tienen dos cromosomas X en
tanto que los machos tienen uno solo, a veces acompanado por un cromosoma
desigual, llamado Y. En base a los resultados propios y de su discipula, ¢l de-
dujo que el cromosoma X contenia un factor que controlaba el color del ojo y
que se presentaba en dos variantes: rojo y blanco (que en realidad es ausencia
de color). Los ojos blancos de todos los machos de la primera generacion de
su experimento se debian a que ellos tenian la variante “ojos blancos” de ese
factor en su tnico cromosoma X. En cambio, las hembras tenian ojos rojos
porque si bien tenian la variante “ojos blancos” en uno de sus cromosomas X,
tenfan la variante “ojos rojos” en el otro (Figura 51).

Figura 51. La herencia ligada al sexo del color de los ojos en Drosophila melanogaster.
Las barras representan los cromosomas X. Las hembras (H) tienen dos cromosomas X, los
machos (M) uno solo; los Y no estan dibujados. Las barras negras corresponden a los 0jos
rojos, las blancas a los blancos. Las X del dibujo representan matrimonios.
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En nuevos cruzamientos de esas hembras con machos de ojos blancos, ob-
tuvo hembras de ojos blancos, que contenian la variante “ojos blancos” en am-
bos cromosomas X. Cuando cruzé machos de ojos rojos con hembras de ojos
blancos, el resultado fue que la mitad de la descendencia tenia los ojos de un
color y la mitad del otro. Todas sus observaciones las resumié en otro articulo,
que también apareci6 en 1910".

En resumen: ademads de mostrar que la herencia de una caracteristica pue-
de diferir entre los sexos, pero sin violar la primera ley de Mendel, Morgan lle-
g6 a la conclusion que los cromosomas llevaban los factores hereditarios. Esta
extraordinaria comprobacion de la teoria de Boveri y Sutton la hizo explicita
en un breve trabajo que public6 en 1911'.

Pronto detecté muchos otros mutantes. Uno de ellos, el “rudimentario’, que
causa defectos en el desarrollo de las alas, se debe a un factor que se comporta
como el de “ojos blancos”. Era entonces la oportunidad de cruzar moscas con
las dos mutaciones. Observé que las hembras que tenian ambas mutaciones
en uno de sus cromosomas X y ambas versiones “salvajes” (o sea normales)
en el otro producian 4 tipos de huevos: salvaje/salvaje, salvaje/blanco, salvaje/
rudimentario y blanco/rudimentario. Esto demostraba que era posible la re-
combinacion de genes que estaban localizados en el mismo cromosoma (Figu-
ra 52) y resolvié una de las dificultades mas serias para aceptar que los genes
Mendelianos se ubican en los cromosomas.

= ——

Figura 52. Esquema que muestra la hipétesis de Morgan de la recombinacion de genes entre
cromosomas.

13 Morgan, T. H. (1910). Sex Limited Inheritance in Drosophila. Science: 120-122.

14 Morgan, T. H. (1911). Random Segregation Versus Coupling in Mendelian Inheritance”
Science: 384.

140



8. Una mosca pequeia y un capitulo muy largo

Todos estos resultados fueron el nucleo de una de las contribuciones mas
importantes de Thomas Morgan: la comprobacién de la teoria cromosémica
de la herencia. En ella propuso que cada cromosoma contiene un conjunto de
pequenas unidades llamadas genes (adoptd el término de Wilhelm Johann-
sen'’) que tienen ubicaciones especificas en él.

Thomas Morgan permaneci6é en Columbia hasta 1928 atrayendo a su “fly
room” a un conjunto de estudiantes muy brillantes como Alfred Henry Stur-
tevant, Calvin Blackman Bridges y Hermann Joseph Muller (Nobel 1946)
(Figura 53). Mas tarde sus discipulos demostrarian que la disposicion de los
genes en el cromosoma es lineal (van uno a continuacién de otro como las
perlas de un collar) y pudieron construir mapas de su distribucion a lo lar-
go de los mismos estudiando muchos mutantes diferentes. Calvin se ocupd
de mantener una colecciéon de mutantes producidos por el grupo y proveer
ejemplares de ellos a todo aquel que las necesitara. En 1915 Morgan, junto a
Sturtevant, Muller y Bridges, colocé una de las piedras basales de la genética
en el libro “Los mecanismos de la herencia Mendeliana”'®. En 1928 Morgan,
Sturtevant, Bridges y la coleccion de mosquitas de mudaron al Instituto de
Tecnologia de California (Caltech). En 1933 Morgan recibié el Nobel por sus
dos contribuciones fundamentales a la ciencia: las evidencias empiricas de la
teoria cromosdmica de la herencia y la consolidacion de la experimentacion
rigurosa como herramienta para comprender los fenomenos bioldgicos'. Y
como prueba de una poco comun generosidad, compartié el dinero del pre-
mio con Bridges y Sturtevant!

Al afio siguiente se publicé la primera lista de mutantes disponibles en la
coleccion, que ascendia a 572 variantes. En 1948 la responsabilidad de esa co-
leccion fue asumida por Edward B. Lewis, discipulo de Sturtevant (y por lo
tanto, “nieto cientifico” de Morgan) de quien hablaré luego. Lewis llevo a cabo
esa tarea hasta su jubilacion. En 1986 la coleccién, compuesta por 1675 va-
riantes, se mudé al Departamento de Biologia de la Universidad de Indiana
en Bloomington. Alli se encuentra ahora; en 2019 el nimero de variantes ya
alcanzo las 76191 y durante ese afio distribuyé 204,672 “subcultivos”.

15 Capitulo 1: Genes, desarrollo y evolucién

16 Morgan, T. H., Sturtevant, A. H., Muller, H. J., Bridges, C. B. (1910). Mechanisms of Men-
delian Heredity. New York: Henry Holt and Company.

17  https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1933/summary/
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Figura 53. Los discipulos de Morgan. De izquierda a derecha: Sturtevant, Bridges y Muller.

Produccion de nuevas mutaciones

Las mutaciones que estudié Thomas Morgan eran espontaneas. Herman
Muller, descubri6 a fines de 1926 que el nimero de mutaciones que se ob-
servan en las moscas de la fruta se incrementa cuando estas son expuestas
a los rayos X. A mads radiacion, mas mutaciones. Esas mutaciones inducidas
ocurrian al azar, no era posible dirigirlas para lograr una caracteristica de-
terminada.

Cuando publicé su trabajo, hacia varios aflos habia abandonado el Cal-
Tech y trabajaba en la Universidad de Austin, en Texas, Estados Unidos. Alli
habia formulado los principios que rigen las mutaciones espontaneas que,
segun él expreso, eran el resultado de “accidentes fisicoquimicos ultrami-
croscopicos, caprichos de la agitacion térmica, que ocurren a nivel molecu-
lar o submolecular”®. Ademas, que la mayoria de ellas son letales, o causan
graves defectos, y recesivas. Un alelo (una variante de un gen') es “recesivo”
cuando se expresa solo si estd en ambos cromosomas pero no si en uno de
ellos esta la version “dominante”. El alelo “ojos blancos” de Drosophila mela-
nogaster es recesivo en tanto que el rojo es dominante. Asi, en el experimento
de Morgan las hembras de ojos blancos tienen ambos alelos “ojos blancos™;
en cambio las hembras de ojos rojos que pueden originar machos de ojos
blancos tienen un alelo “ojos blancos” y otro “ojos rojos”. Un repaso de gené-

18 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1946/muller/lecture/
19 Capitulo 1: El ADN, las bacterias y algunos Nobel
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tica: las primeras se definen como homocigotas recesivas, las segundas como
heterocigotas. Los heterocigotos son aquellos individuos en los que un gen
se presenta en dos variantes diferentes, uno en cada cromosoma. Por ultimo,
las hembras de ojos rojos que NO pueden engendrar machos de ojos blancos
son homocigotas dominantes.

Hermann habia descubierto en Drosophila melanogaster un método para
mantener mutaciones en cultivos heterocigotos, de modo que puedan estu-
diarse facilmente. Ese método se basa en los llamados “cromosomas balan-
ceadores”. Sirven como una herramienta genética para evitar la recombina-
cién genética entre los dos cromosomas de un par (homologos) durante la
meiosis. La mosquita es el unico organismo multicelular en el cual mas del
95% de las mutaciones en genes esenciales pueden ser mantenidas asi efec-
tivamente.

Por otra parte, Hermann fue viajero y algo aventurero: después de una
estadia en Alemania, trabajé como genetista en Moscu, hasta que se vio afec-
tado por los debates cientifico-ideoldgicos en torno a la genética del periodo
estalinista liderados por Trofim Lysenko. Al salir de la Union Soviética pasd
por Espafia, donde la Guerra Civil Espafola se encontraba ya iniciada, y ayudé
a organizar los servicios médicos del bando republicano. Luego trabajé en la
Universidad de Edimburgo y regreso a su patria en 1940, recalando finalmente
en la Universidad de Indiana.

El advirti6 sobre los riesgos del uso indiscriminado de radiaciones (y mds
tarde de la energia atomica) para la salud humana y profetizé que podia, in-
cluso, aumentar el riesgo de padecer cancer si este resultara de mutaciones
somaticas. Por sus hallazgos sobre la induccion de mutaciones recibié el Nobel
de 1946®. Ese tipo de procedimiento experimental, junto a la posibilidad de
mantener poblaciones de mutantes, tuvo mucha relevancia en las investigacio-
nes que llevaron a Estocolmo a los préoximos ganadores. Para referirme a ellos,
debo retroceder unos cuantos afos.

La importancia de los monstruos

;Que es un monstruo? La primera acepcion del Diccionario de la RAE es
“Ser que presenta anomalias o desviaciones notables respecto a su especie’.
Imaginemos un ser que en lugar de los brazos tiene piernas, o al revés: las par-
tes en el lugar incorrecto. Ese serfa un “monstruo homeético” segun el criterio

20 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1946/summary/
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del zodlogo ingles William Bateson, uno de los redescubridores de los trabajos
de Mendel y, ademas, inventor de la palabra “genética”

En 1894, 7 afios antes de ese “redescubrimiento’, Bateson publicé un li-
bro con un titulo bastante largo: “Materiales para el estudio de la variacion,
tratado con especial consideracidon sobre la discontinuidad en el origen de
las especies™'. El era partidario de cambios cualitativos importantes como
material para la seleccién natural que propuso Darwin al explicar el origen
de las especies. En ese libro, investigd y describié muchas monstruosidades
naturales en un intento de comprender las modalidades de la evolucion. En-
tre ellas se destacaba la adquisicion por parte de un 6rgano de caracteristicas
propias de otro 6rgano; para definir ese tipo de fenomeno natural acuii6 el
término “homeosis”. En ese contexto mostrd ejemplos de transformaciones
relacionadas con el numero de partes de un organismo y/o con sus reem-
plazos, una acepcion del término homeosis mads restringida, que es la usada
corrientemente.

Los artropodos® son organismos muy ttiles para el estudio de la homeosis
ya que su cuerpo esta constituido por segmentos que se disponen a lo largo
de un eje. Los segmentos son en parte similares y en parte diferentes. La va-
riacién mas visible de ellos se refiere a los apéndices que llevan. Si se toma un
langostino, por ejemplo, se pueden ver, desde atras para adelante, 22 pares de
apéndices (el apéndice de la derecha y el de la izquierda de cada par son, en
este caso iguales): 6 pares con forma de paletas usados cuando nadan, 5 usados
cuando “caminan” por el fondo, 3 algo mas cortos usados cuando toman los
alimentos, 5 mucho mas pequefios con los que manipulan los alimentos y los
llevan a la boca, 2 filamentosos de funcion sensitiva (los llamados “bigotes”) y
uno de ojos. Después de comprobar esto, se lo puede comer con la satisfacciéon
del deber cumplido.

En un insecto la cosa es mas simple. Como ya expliqué al comienzo del
capitulo, los segmentos del cuerpo estdn reunidos en tres conjuntos: cabeza,
térax y abdomen. En la cabeza hay 5 pares de apéndices: ojos, antenas y 3 pares
destinados a la alimentacidn. El térax esta formado por 3 segmentos, cada uno
de los cuales tiene un par de patas: el segundo y el tercero llevan un par de alas
cada uno. No hay que olvidar que en algunas especies las alas no existen y que
el segundo par de alas de las moscas esta muy reducido: son los halterios. El

21 Bateson, W. (1894). Materials for the study of variation: treated with special regard to dis-
continuity in the origin of species. https://digital.library.cornell.edu/catalog/chla3111077

22 Ver nota 5 de este capitulo
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abdomen, por dltimo, tiene apéndices reproductivos pero solo en los tltimos
segmentos.

Y hablando de moscas en 1915, veinte afios después de la aparicion del libro
de Bateson, Calvin Bridges describié en California el primer caso de un mu-
tante homedtico de Drosophila melanogaster. Lo bautizé con el nombre “bito-
rax’. Es un nombre algo desacertado porque el nimero de segmentos del térax
no cambia. Su caracteristica es que hay alas en el tercer segmento en lugar de
los halterios. Estas alas son similares en su forma a las del segundo, aunque
mas pequeias. Bridges establecié muchos cultivos del mutante y las puso a
disposicion de la comunidad cientifica (Figura 54).

pata en lugar de antena
antenapedia

ala en lugar de halterio
bitérax

Figura 54. Las primeras mutaciones inducidas en Drosophila melanogaster

Otros mutantes homeoéticos de Drosophila melanogaster fueron descubier-
tos luego. Por ejemplo, los que desarrollan patas, o bien halterios, en lugar de
alas. Con ellos trabajé Richard Goldschmidt, un zoo6logo aleman que emigré
a Estados Unidos en 1936 cuando fue forzado por los nazis dejar su puesto en
un prestigioso instituto de Berlin.

Goldschmidt, un precursor en el estudio combinado de la genética, la em-
briologia y la evolucién, pensaba que eran necesarias transformaciones subitas
y grandes para que actte la seleccion natural. Queria demostrar la existencia
de “macromutaciones del desarrollo” que podrian tener un papel importante
en la evolucion. Surgirian asi organismos monstruosos, pero algunos de ellos
se podian adaptar mejor al ambiente que sus parientes normales; por eso los
llamé “monstruos con esperanzas”. En ese marco de ideas, postuld que las
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transformaciones homeoticas se debian a cambios en grandes regiones cro-
mosomicas, pero esa hipotesis finalmente fue errénea.

Gradualmente fueron descubiertas, y bautizadas, nuevas mutaciones ho-
meoticas de Drosophila melanogaster producidas en forma espontanea o in-
ducidas. En 1948, un alumno de doctorado de Edward B. Lewis en el CalTech,
llamado Sienchiue Yu, logré inducir una mutaciéon dominante por medio de
rayos X. Su efecto era que la antena (presente en la cabeza) se transforme par-
cialmente en una pata como la del térax; por eso propuso el nombre, por cierto
apropiado, de “antenapedia” para designarla (Figura 54).

Edward Lewis tuvo desde la infancia y a lo largo de su vida dos pasiones:
la musica (fue un flautista casi profesional) y los animales. Comenzé a expe-
rimentar con Drosophila melanogaster cuando estaba en la escuela secundaria
cuando vio junto Edward Novitski, entonces su compaiero y luego colega ge-
netista, un anuncio de la revista Science. Alli se ofrecian cultivos de la mos-
quita a 1 délar. Ambos amigos llegaron al CalTech como alumnos graduados.
Lewis lo hizo en 1939, estudiando con Sturtevant y se doctord en 1942. Luego
de estudiar también meteorologia, trabajo en esa profesion durante la segunda
guerra mundial en el Pacifico, y regres6 al CalTech en 1946. Ese mismo afio
se casé con Pamela Harrah, companera de laboratorio durante su vida, artista
plastica y descubridora de la importante mutaciéon “polycomb”, también in-
ducida por rasos X. Alli, en California, desarroll6 su brillante carrera que lo
condujo a Estocolmo en 1995.

La gran contribucion teérica de Lewis fue proponer que las transformacio-
nes homeoticas podian deberse a mutaciones en pocos genes individuales, aun
cuando para desarrollar las alas y las patas en su ubicacion “correcta” se nece-
siten cientos de genes activos. Por consiguiente, era razonable suponer que las
mutaciones clave tenfan lugar en genes “rectores’, los genes homedticos, que
dirigfan la actividad de genes subordinados. Fue el comienzo de una linea de
investigacion muy fructifera que trascendi6 a la mosquita y abarca ahora a
todos los animales.

La caja homeotica o como un embrion pone las cosas en su lugar

Una consecuencia temprana del trabajo de Thomas Morgan y sus disci-
pulos fue la posibilidad de trazar un mapa de la localizacion de los genes en
un cromosoma. Lewis habia observado que los genes homedticos de Droso-
phila melanogaster se encuentran agrupados en dos complejos situados en el
cromosoma 3. El primero de ellos es el complejo antennapedia, formado por
5 genes que regulan el desarrollo de la cabeza y de los segmentos toracicos
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anteriores de la mosca adulta. El segundo es el complejo bithorax que incluye
3 genes que regulan el de los segmentos abdominales y tordcicos posteriores
de la mosca adulta. Inicialmente, él descubrié que el par extra de alas en los
mutantes bitérax era debido a la duplicacidn de la segunda unidad del térax
y que la inactividad del primer gen del complejo bithorax fuera del segmento
apropiado de la larva hacia que otros genes homedticos formaran alas en
lugar de halterios.

El conjunto de estos dos complejos se denomino inicialmente HOM-C. La
separacion del complejo homeodtico en dos partes es una caracteristica de la
mosca de la fruta, y no estd presente en otras especies de insectos, incluso en
otros dipteros como los mosquitos. El norteamericano Robb Krumlauf y el
suizo Denis Duboule demostraron, separadamente, que estos genes homeoti-
cos estan dispuestos en un orden preciso en el cromosoma y que este orden se
corresponde con el lugar de expresion de los genes en el embrion. Los genes
situados en un extremo se expresaban en las regiones anteriores del cuerpo
mientras que los situados en el extremo opuesto lo hacian en la region poste-
rior. Eso se llamo colinearidad.

El afo 1984 fue muy especial para el conocimiento de los genes homeo-
ticos de Drosophila melanogaster, que tuvo extraordinarias consecuencias en
la biologia del desarrollo animal. Se identificé una secuencia de ADN que se
localizaba especificamente en genes de los complejos bithorax y antennapedia.
También en otros genes no relacionados con “poner en su sitio los segmentos”
pero que parecian derivar de genes homeoticos. Ellogro fue simultdnea e inde-
pendientemente alcanzado por dos laboratorios dirigidos por Walter Gehring
en Basilea, Suiza y por Thomas Kaufmann en Indiana, Estados Unidos. La se-
cuencia de ADN constaba de 180 pares de bases y codificaba una proteina que
contenia una secuencia de 60 aminoacidos. Se los bautizé como “homeobox”
(caja homedtica) al gen y “homeodominio” a la proteina, respectivamente. El
producto de la mayoria de los genes con homeobox (genes Hox) son las llama-
das proteinas Hox, aunque algunos codifican otras proteinas que funcionan en
la adhesién y comunicacion entre células.

Muy pronto se encontraron genes con idénticas secuencias homeobox en
otros organismos, particularmente en la mayoria de los animales e incluso
los vertebrados (empezando por la rana Xenopus laevis®®). Ademas esas se-
cuencias eran componentes de genes homeoticos que se ordenaban en los
cromosomas en grupos y en forma colinear, como ocurria en nuestra mos-
quita.

23 Capitulo 4: Xenopus laevis, una nueva estrella internacional
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Lo mas sorprendente fue descubrir que los genes ubicados en la mis-
ma posicion de cada grupo en distintas especies eran mas semejantes que
aquellos ubicados en distinta posicion en la misma especie. Esto significaba
que los mismos genes controlan el desarrollo embrionario temprano en una
mosca y en un humano. La consecuencia fue la hipétesis de la conservacion
de esos genes homedticos, con relativamente pocos cambios, en la evolucién
animal a los largo de unos 650 millones de afios. En ese momento del pasado,
0 aun antes, vivié un organismo que podriamos llamar el abuelo de todos los
animales actuales (el punto A de la figura 1). El ya debe haber tenido genes
homedticos.

Hay que ir hacia atras y estudiar el embrion

Los genes homedticos se activan en el embrion de la mosquita, antes que se
formen los discos imaginales de los apéndices que se observan en la larva. La
pregunta que surgio es: ;cuando y como ocurre eso?

En la década de 1930 se comenzé a estudiar el desarrollo embrionario
temprano de Drosophila melanogaster a partir de observaciones de huevos
vivos. Se crearon técnicas especificas para ello y se describieron las trans-
formaciones del embrién a lo largo del tiempo. Entonces Donald Poulson,
un genetista alumno de Sturtevant (o sea, otro nieto cientifico de Morgan)
que trabajo en la Universidad de Yale, pensaba que para entender como los
genes actlian era necesario conocer los mutantes que afectan los primeros, y
de alguna manera fundamentales, momentos de la vida. Para eso, buscé las
mutaciones que se manifestaban en el embrion y examind sus efectos. Esas
mutaciones eran letales, por lo que no podian reconocerse luego. Se pre-
guntaba: ;cuando y porque los embriones mutantes mueren? ;Eran genes
especificos los responsables de la detencidn del desarrollo? Si es asi, cuales
eran esos genes? Y, sobre todo, jcual era el efecto de la version salvaje de
esos genes? Asi, fue un precursor de una disciplina nueva: la genética del
desarrollo.

Entre 1978 y 1981 Christiane Niisslein-Volhard, de Alemania, y Eric E
Wieschaus, de Estados Unidos, condujeron dos grupos de investigacién que
compartian un minusculo laboratorio en el Laboratorio Europeo de Biolo-
gia Molecular (EMBL por sus siglas en inglés) en Heidelberg, Alemania. El
proposito era investigar los genes homeoticos que afectan la segmentacion
de los huevos de Drosophila antes que actien aquellos relacionados con los
apéndices descubiertos por Ed Lewis. Y el procedimiento fue el siguiente
(Figura 55):
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1. alimentaron machos con comida que inclufa un compuesto quimico
que induce mutaciones al azar (mutagénico),

2. los espermatozoides (y muchas otras células) tienen nuevas y diferentes
mutaciones que surgen al azar,

esos machos son cruzados con hembras salvajes,
la descendencia de esas hembras lleva distintas mutaciones,
los diferentes descendientes fueron entrecruzados separadamente,

se establecieron lineas puras de moscas que tenian las nuevas mutaciones,

N Ww

se analizaron los descendientes homocigotos (ambos cromosomas del par
que lleva el gen tienen el mismo alelo): algunos huevos no se desarrollaron,
pero en otros el desarrollo se inici6 aunque resultd inviable en diferentes
momentos (no originaron larvas o ellas eran deformes y no sobrevivieron).

los machos comen alimento con un mutageno (EMS)

/."' los espermatozoides en desarrollo (y otras
/ [3 células) tienen nuevas y distintas mutaciones

los machos se cruzan con hembras salvajes

cruzan separadamente

los diferentes descendientes se

cada descendiente lleva
ﬁ X t% X Eﬁ  distintas mutaciones
1’ se generan lineas puras por endocria
l que llevan las nuevas mutaciones

v
&5

% se analizan los homocigotos
% sobrevivientes para detectar
-

~» cuando y como se altera el
=> desarrollo

{

Figura 55. Esquema del procedimiento de generacion de mutantes del desarrollo en
Drosophila melanogaster.
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De esta manera esos grupos de investigacion llevaron a cabo la colosal tarea
de examinar alrededor de 40000 mutaciones distintas. A partir de ellas identi-
ficaron los genes responsables del desarrollo temprano del embrién y encon-
traron que 15 de ellos, si estan mutados, causan defectos en la formacion de los
segmentos. Mas tarde se descubrieron 25 genes mas y se hizo una clasificacién
de los genes homedticos que afectan la organizacién segmentaria del cuerpo.
Se establecieron 3 grandes grupos de genes basados en el tipo de efecto que
causa la mutacion:

1. los que controlan que se forme el nimero correcto de segmentos. Las
mutaciones de estos genes causan que falten regiones del cuerpo larval
formadas por varios de ellos,

2. los que afectan a uno de cada dos segmentos. Las mutaciones originan
la ausencia de estructuras de los segmentos afectados,

3. los que afectan la polaridad de los segmentos. Las mutaciones alteran las
diferencias que normalmente existen entre la parte anterior y posterior
de cada uno de ellos.

Estos tres tipos de genes se expresan en tres olas consecutivas que duran
pocas horas y anteceden la expresion de aquellos relacionados con el tipo de
apéndice, que describié Ed Lewis.

Pero la historia no empieza con esos tres grupos de genes sino previamente,
en el ovocito materno antes de ser fecundado. En efecto, el ADN de algunos
genes del ovocito se transcribe y los ARNms resultantes pueden traducirse,
antes o después de la fecundacion, en las correspondientes proteinas. Son los
llamados “genes maternos” Esos ARNms y/o proteinas se ubican en sitios es-
pecificos del ovocito, y permanecen alli en el cigoto. El ntcleo de esa primera
célula comienza a dividirse pero la célula no lo hace del todo, de modo que
durante un tiempo el embrion estd formado por una masa de citoplasma con
muchos nucleos y con regiones ricas en un tipo de ARNm y/o proteinas, y
otras ricas en otro tipo. Por lo tanto, hay una distribucion heterogénea de los
productos de los genes maternos.

Las mutaciones de los genes maternos fueron estudiadas por Christiane y
su equipo a partir de 1977 y producen cambios muy severos en el cuerpo de la
larva. Pero son pocos los efectos posibles: se trata de modificaciones en el eje
dorso-ventral o en el eje antero-posterior.

En el primer caso, falta el lado ventral y toda la larva presenta el aspecto
del lado dorsal. Si fuera un ser humano, tendria dos espaldas pero no panza.

150



8. Una mosca pequena y un capitulo muy largo

En el segundo caso, se trata de efectos similares a los que presenta el primer
grupo explicado en la seccion anterior, pero mas intensos: faltan grandes re-
giones del cuerpo. Dentro de estos se identificaron, a su vez, tres grupos, res-
ponsables de la existencia de los segmentos anteriores, los segmentos poste-
riores, y los extremos anterior y posterior del cuerpo de la larva, que no son
estrictamente segmentos (Figura 56). Para citar solo un ejemplo, el efecto de
una mutacion del gen bicaudal produce larvas con dos extremos posteriores,
jcasi un palindromo o capicua! (Figura 57). Claro esta que ese monstruo sin
cabeza no sobrevive.

Jerarquia de los genes del
desarrollo embrionario

polaridad del
citoplasma O

grandes l
regiones del
cuerpo

uno de cada l

dos segmentos

polaridad de segmentos homeéticos

Figura 56. Esquema de la secuencia de activacion, llamada jerarquica en el desarrollo de
Drosophila melanogaster. Los genes de polaridad del citoplasma son maternos, los restantes
son embrionarios.
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Un resultado muy importante de los trabajos del grupo de Christiane
con los genes maternos de D. melanogaster fue la confirmacion empirica de
un modelo teérico formulado por matematicos interesados en la biologia.
Alan Turing, un pionero en el campo de la informatica, desarroll6 en forma
teodrica el concepto de “morfégeno” en 1951. Se trataba de substancias con
propiedades especificas que forman patrones y que, por medio de interac-
ciones positivas y negativas, establecen estructuras regulares y estables. Ins-
pirado en ese trabajo, y en posteriores modelos matematicos mas eficaces,
el embridlogo Lewis Wolpert propuso en 1969 que cambios graduales en la
concentracion de los hipotéticos morfégenos pueden definir posiciones en
el espacio. Altas concentraciones podrian determinar, por ejemplo, el extre-
mo anterior de un embridn en desarrollo, bajas concentraciones el extremo
posterior.

Pero faltaba encontrar la o las moléculas que pudiesen tener esas pro-
piedades. Recién en 1988, Christiane y Wolfgang Driever publicaron los
resultados de las investigaciones sobre el gen bicoid, el primero cuyo pro-
ducto era una proteina que tiene la funcién de morfégeno (Figura 57). Ese
gen produce un ARNm que se ancla en el extremo anterior del ovocito to-
davia en formacidn en la mosca madre. Alli se sintetiza la proteina Bicoid
que se difunde hacia el extremo posterior en los primeros momentos del
desarrollo del embrién. En las regiones con alta concentracion de Bicoid
se desarrollan las estructuras de la cabeza, con concentracion intermedia
las del térax y con baja concentracién las del abdomen. Otros morfégenos
fueron descubiertos luego en distintas etapas del desarrollo de Drosophila
melanogaster.

Por el conjunto de sus descubrimientos sobre la regulacion génica del de-
sarrollo embrionario, usando a la humilde mosquita como modelo de investi-
gacion, Niisslein-Volhard y Wieschaus compartieron el Nobel de 1995 con Ed
Lewis (Figura 58)*.

24 https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1995/summary/
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Cola cola

mutante bicoid

Figura 57. Efecto del gen bicoid en el desarrollo del primer estadio larval. EI mutante es,
obviamente, letal.

Figura 58. Lewis, Niisslein-Volhard y Wieschaus.
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La mosquita colabora en la comprension de la inmunidad

El sistema inmune, que protege a los animales de la “invasién” de organis-
mos patogenos, consta de dos “lineas de defensa”. Como ya se ve en la frase an-
terior, la metafora de la guerra es una manera usual de describirlo. La primera
linea es la inmunidad innata que puede “destruir esos invasores” y “disparar”
una respuesta inflamatoria que contribuye a “bloquear su asalto”. Si el “ene-
migo” logra atravesar esa primera linea, en los vertebrados entra en accién la
inmunidad adaptativa o adquirida. Esta segunda linea consiste de respuestas
anticipatorias, especificas, basadas en un sistema formado por unas células es-
peciales, los linfocitos. Ellos son capaces de una multiplicaciéon que origina un
clon, con memoria inmunologica, y una sintonia fina. Son dos tipos de células,
llamadas T y B respectivamente; producen anticuerpos y células asesinas (NK
o natural killers) que destruyen las células infectadas. La memoria de anterio-
res patégenos permite un rapido reconocimiento de los mismos en caso de
repetirse un “ataque” y un adecuado “combate” de la nueva infeccién

A partir de 1908 y a lo largo del siglo XX se fueron identificando los distin-
tos componentes del sistema inmune por medio de investigaciones que en mu-
chos casos fueron premiadas con el Nobel. Por ejemplo, en 1919, 1960, 1972,
1980, 1984, 1987 y 1996, en muchos casos con la utilizacion de mamiferos
(como conejos y cobayos) como modelos experimentales. Asi se comprendie-
ron muchos aspectos de la inmunidad adaptativa: como son, se construyen y
actuan los anticuerpos y las células. Sin embargo, recién en 2011 se premiaron
las investigaciones acerca de los mecanismos que disparan la inmunidad in-
nata y que intermedian la comunicacién entre esta y la inmunidad adaptativa.

El Nobel de ese afo puede dividirse en dos partes. La primera fue compar-
tida por Jules Hoffmann (Figura 59), nacido en Luxemburgo y por el nortea-
mericano Bruce Beutler. Beutler y Hoffmann descubrieron las proteinas que
funcionan como receptores que reconocen invaso-
res y activan la inmunidad innata.

Hoffmann hizo su descubrimiento clave en
1996 cuando investigaba con sus colaboradores
de Estrasburgo, Francia, donde trabajé desde 1974
hasta 2009. Se trata de como combate las infeccio-
nes Drosophila melanogaster. Ellos tuvieron acceso
a mosquitas con mutaciones en varios genes dife-
rentes incluyendo el denominado foll. Christiane

Figura 59. Jules Hoffmann

154



8. Una mosca pequeia y un capitulo muy largo

Niisslein-Volhard habia descubierto previamente que ese gen estaba involu-
crado en la regulacion del desarrollo embrionario. Cuando infectaron las mos-
cas adultas que llevaban una mutacioén de toll con bacterias u hongos, encon-
traron que estas morian al no poder desarrollar una defensa efectiva. También
pudieron concluir que el producto del gen, o sea la proteina Toll que produce
el gen no mutado, estaba involucrada en detectar los microorganismos pato-
genos y que su activacion era necesaria para una defensa efectiva contra ellos.

Beutler buscaba un receptor que pudiera unirse con un lipo-polisacarido
bacteriano (abreviado como LPS, una molécula compleja que tiene una parte
de hidratos de carbono y otra de lipidos). Este compuesto puede causar un
shock séptico en el organismo infectado, una peligrosa condicion que involu-
cra una sobre-estimulacion del sistema inmune. En 1998, él y sus colegas del
Departamento de Genética del Instituto de Investigacion Scripps, en Califor-
nia, descubrieron que los ratones resistentes a LPS tenian una mutacién en un
gen muy similar al toll de la mosquita. Su producto, la proteina similar a Toll
(TLR) era el buscado receptor de LPS que, cuando se une a esa molécula, acti-
va las sefiales intercelulares que causan la inflamacién. Cuando hay un exceso
de LPS se produce el shock séptico. Estos hallazgos mostraron que los mami-
feros y Drosophila usan similares moléculas para activar la inmunidad innata
cuando aparecen microorganismos extraios.

Asi, ambos grupos de investigacion iniciaron una “explosion” de trabajos
en inmunidad innata y alrededor de una docena de TLR diferentes fueron lue-
go identificados en ratones y en humanos.

La segunda parte del Nobel premi6 al canadiense Ralph Steinman que des-
cubri6 en 1973 un nuevo tipo de células del sistema inmune de los ratones y su
particular capacidad de activar y regular la inmunidad adaptativa, la segunda
parte de la respuesta inmune de los vertebrados. Esas células, que llam¢ “den-
driticas” activan las células T que desarrollan la memoria inmunolégica contra
muchas substancias diferentes. La mosquita no colabord en esa investigacion.

El reloj biolagico

La vida de la mayoria de los seres vivos se adapta a la rotacién de la tierra
sobre su eje o, puesto en otros términos, a la alternancia del dia y la noche. El pri-
mer intento de estudiar cientificamente ese problema no lo encaré un bidlogo,
sino un astrénomo del siglo XVIII llamado Jean Jacques d'Ortous de Mairan. Era
conocido que las hojas de una planta tropical del género Mimosa (probablemen-
te Mimosa pudica) se abrian hacia el sol de dia y se cerraban, pudicamente, al
atardecer. De Marian se preguntd que pasaria si las plantas se colocaban en for-
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ma permanente en la oscuridad y comprobo que esos movimientos persistian y
que ellas parecian tener su propio “reloj biolégico”. El ritmo interno de la Mimosa
fue comunicado en 1729, y su autor sugirié que algo similar ocurria con el ritmo
del suefio en las personas confinadas a la cama debido a alguna enfermedad.

Efectivamente, se encontraron muchos otros ejemplos en plantas y anima-
les de relojes que permiten adecuar el funcionamiento del cuerpo a las fluctua-
ciones del dia. Esta adaptacion regular fue bautizada con el nombre de “ritmo
circadiano”; la palabra circadiano significa “alrededor del dia”. En la primera
mitad del siglo XX, el boténico aleman Erwin Biinning formalizé un modelo
en el cual la respuesta periddica a la luz en las plantas es gobernada por ese re-
loj interno (llamado endégeno) que sincroniza los ritmos biolégicos. Como la
duracién del dia y de la noche cambia a lo largo de las estaciones, es necesario
un permanente ajuste de ese reloj. El fisidlogo, también aleman, Jiirgen Aschoft
encontro que ciertos factores del ambiente (llamados exégenos) pueden influir
en ese famoso reloj, ajustando la hora con el calendario. Aschoff llamé a esos
factores “zeitgeber”, una palabra en aleman que se puede traducir como sincro-
nizador y que es de uso comun en la literatura cientifica.

El reloj de Drosophila melanogaster

Cuando una Drosophila melanogaster es sometida en el laboratorio a un
ritmo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, tiene un maximo de actividad a la
mafana cuando se prende la luz y otro a la tarde cuando se apaga. Su compor-
tamiento es anticipatorio, porque la actividad va aumentando gradualmente
antes del cambio de fase. Se presume que la funcién de este reloj es ajustar la
conducta de la mosquita antes de los cambios del ambiente como el amanecer
y el crepusculo. Claro que en la vida natural la duracion del dia y la noche cam-
bia a lo largo del afo, lo cual requiere una sincronizacion del reloj.

Ademas del ciclo normal de reposo y actividad, la mosquita tiene dos rit-
mos circadianos particulares que se han aprovechado para comprender su me-
canismo de relojeria: uno tiene lugar durante el proceso de eclosion del adulto
a partir de la pupa y otro durante la reproduccion. La existencia del primero
de ellos fue descubierta en 1935, independientemente por el zodlogo checo
Hans Kalmus y por el propio Biinning. El segundo ritmo es el cortejo previo al
apareamiento que involucra un “canto” acompafnado de una “danza ritual” en
los machos. Fue descripto originalmente en 1967 por Thomas Bennet-Clark
y Arthur W. Ewing de la Universidad de Edimburgo, en Escocia. El sonido es
producido por la vibracién de las alas en pulsos cada 34 milisegundos aproxi-
madamente y percibido por las antenas de la hembra.
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Kalmus y Biinning pensaban que la temperatura era el principal factor am-
biental que actuaba como sincronizador. El britanico Colin Pittendrigh, que tra-
bajaba en la Universidad de Princeton en Estados Unidos, demostr6 en 1954 que
la clave no era la temperatura sino la luz, o su ausencia. El modelo experimental
que us6 fue un pariente muy cercano de nuestra heroina, la especie Drosophila
pseudooscura. Bunning, Aschoff y Pittendrigh son considerados los cofundado-
res de una nueva disciplina, la “cronobiologia” que naci tras un congreso inter-
nacional celebrado en 1960 en Cold Spring Harbor, Nueva York. Sin embargo, la
naturaleza del reloj interno seguia entonces siendo un misterio.

Genes y relojes

En la década de 1970, Seymour Benzer y su alumno Ron Konopka, ambos
en el CalTech, se preguntaron si era posible identificar uno o mas genes res-
ponsables de controlar el ritmo circadiano de Drosophila melanogaster.

Benzer habia comenzado su carrera como bidlogo molecular en los pri-
meros tiempos de esa disciplina. Trabajé con bacteriéfagos (fagos para los
amigos), un tipo de virus que infecta bacterias, y con ellos profundizé en el
conocimiento de la estructura mas fina del gen y de los distintos tipos de mu-
taciones. Sus descubrimientos con los fagos sirvieron de base para el proce-
dimiento con el cual Francis Crick y Sydney Brenner establecieron el cédigo
genético. Es decir, el proceso de traduccion de la secuencia de bases del acido
nucleico en la secuencia de aminoacidos de una proteina®.

En 1967, Benzer abandon¢ la genética de los fagos para investigar las bases
genéticas de varios comportamientos. Para ello recurrié a la mosquita: inducia
mutaciones (repito lo dicho: estas ocurren al azar, no estaban dirigidas a algo
en especial) e iba seleccionando los organismos que diferian de los salvajes en
caracteristicas que podian vincularse a ciertos comportamientos. Asi identifi-
c6 mutaciones relacionadas con la vision, locomocion, funcién sexual, nervio-
sa y muscular, sensibilidad al estrés, aprendizaje y memoria.

Profesor y alumno descubrieron los primeros mutantes de D. melanogas-
ter que afectaban los ritmos circadianos de actividad y eclosién. Cuando una
parte especifica del cromosoma X estaba ausente no habia ritmo (arritmico),
en una mutacion el ritmo se acortaba a 19 horas (periodo acortado) y en otra
se extendia a 29 horas en lugar de las 24 horas del ritmo normal (periodo alar-
gado). Los tres casos involucraban el mismo lugar del cromosoma X, que Ko-
nopka bautizé con el nombre de period (abreviado: per). Sus resultados fueron

25 Capitulo 1: E1 ADN, las bacterias y algunos Nobel
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publicados en 1971, pero otros investigadores atin sostenian que los genes no
podian controlar comportamientos tan complejos.

El bidlogo Jeftrey C. Hall, un discipulo del genetista de Drosophila Lau-
rence Sandler, pas6 una estancia postdoctoral en el laboratorio de Benzer y
luego obtuvo un puesto en la Universidad Brandeis, una institucion privada de
Boston, Estados Unidos. El y su estudiante Charalambos P. Kyriacou (hoy en
Leicester, Inglaterra) descubrieron en 1980 que la actividad de cortejo también
es controlada por per.

Michael Roshbash, que se gradud en el CalTech y que se doctord en el MIT
de Massachusetts, era también profesor en la Brandeis. En 1984, Konopka,
Hall, Roshbash y sus colaboradores reportaron evidencias concluyentes del
papel central de per en los ritmos circadianos. Simultaneamente, el grupo de
Michael W. Young de la Universidad Rockefeller caracterizé el gen, el ARNm
en el cual se transcribe, y la proteina que resulta de la traduccién del mismo,
llamada PER. Young aprendi6 a trabajar con los mutantes circadianos de Dro-
sophila con Ron Konopka y Seymour Benzer y dedicé tres décadas a estudiar
los patrones de control genético de los ritmos de la mosquita. En 1986 el grupo
de Roshbash mostrd que PER estd ausente en los mutantes de per.

El préximo paso era entender como se generaba y sostenia ese ritmo cir-
cadiano. En 1992 Benzer y Rosbash, encontraron que la proteina PER se
localiza principalmente en el nicleo de las células. Ese mismo afio Rosbash y
Hall mostraron que PER se acumula alli durante la noche, aunque no sabian
como llegaba, y propusieron que esa proteina bloqueaba la actividad del gen
per. Se trataria de un proceso por medio de la cual PER podia detener su pro-
pia sintesis, y por lo tanto regular su nivel con un ritmo continuo y ciclico.
En forma simplificada es asi: cuando per esta activo se fabrica su ARNm en el
nucleo y luego es transportado al citoplasma; alli funciona como molde para
la produccién de PER. Esta proteina se transporta y acumula en el nucleo,
donde bloquea la actividad de per. Este tipo de proceso regulatorio llamado
“retroalimentacion negativa” es comun en muchos mecanismos bioldgicos
y en otros artificiales. En la vida cotidiana, el llenado del depésito de los
inodoros o WC luego de la descarga es un simple ejemplo de ese tipo de
mecanismo.

En 1990, Konopka, Rosbash, y su gente identificaron un nuevo gen del cro-
mosoma X que llamaron Clock (Clk) necesario para el control del ritmo cir-
cadiano. Por su parte, Young y los suyos descubrieron en 1994 el gen timeless
(tim) que codifica la sintesis de la proteina TIM, también necesaria para un
ritmo circadiano normal. Ellos pudieron demostrar que cuando TIM se une
a PER, las dos proteinas podian entrar en el nucleo y bloquear la actividad de
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per. Cuatro afios mas tarde se publicaron los hallazgos de los genes cycle (cyc),
que actua junto a Clk, y doubletime (dbt).

Los elementos esenciales del modelo actual del “oscilador molecular” que
funciona en una célula individual y la convierte en un marcapaso son los si-
guientes: los productos de la expresion Clk y cyc son dos proteinas (CLK y CYC)
que unidas promueven la expresion de pery tim y ésta alcanza un pico al fin de la
tarde. Asi se van acumulando las proteinas PER y TIM en el citoplasma, y ambas
moléculas se unen. El maximo de su cantidad ocurre durante la noche, cuando
se separan e ingresan en el nucleo reprimiendo la generaciéon de mas CLK y CYC
(Figura 60). El producto de dbt es la proteina DBT que regula la asociacién de
grupos fosfatos a la proteina PER, lo que aumenta su capacidad de represion.
Complicado ;verdad?, pero funciona. Después de todo, los relojes que usamos
para ver que hora es también son complicados y en general funcionan.

traduccion .

Citoplasma

%

traduccion

Figura 60. Elementos esenciales del “oscilador molecular” de una célula individual de
Drosophila melanogaster, que la convierte en un marcapaso.

Rosbash, Hall y Young fueron galardonados con el Nobel de 2017 por haber
logrado establecer los mecanismos claves del reloj biologico (Figura 61). En
los afios siguientes a sus publicaciones, se descubrieron otros componentes
moleculares del mecanismo de relojeria que explican su estabilidad y funcio-
namiento. Por ejemplo, otras proteinas necesarias para activar per y para el
mecanismo por el cual la luz sincroniza el reloj.
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Figura 61. De izquierda a derecha, Hall (el del sombrero), Rosbash y Young

El reloj, el cerebro, los genes y la luz

Los notables descubrimientos relatados en la seccidn anterior permitie-
ron identificar los componentes moleculares del reloj biolégico de Droso-
phila melanogaster a nivel celular. El préximo paso seria comprender como
los relojes bioldgicos de las células individuales interacttian para generar
los comportamientos relacionados con los ritmos circadianos. El ya men-
cionado Hans Kalmus habia comunicado en 1938 su descubrimiento de la
responsabilidad del cerebro en la actividad circadiana; ese mismo afo se
refugié en Inglaterra huyendo de la ocupacion nazi de su pais, la entonces
Checoslovaquia.

Ron Konopka, el alumno de Benzer, hizo su postdoctorado en la Uni-
versidad de Stanford, California, con el pionero de la cronobiologia Colin
Pittendrigh y regreso6 al CalTech en 1974. Alli desarrollé una técnica para
profundizar el conocimiento del eventual marcapaso cerebral circadiano de
la mosquita. Es dificil de imaginar, pero ¢l trasplant6 cerebros desde indi-
viduos salvajes al abdomen de individuos mutantes arritmicos. En 1979,
publico los resultados: el mutante trasplantado adquiria la capacidad de
comportarse ritmicamente. Los cerebros trasplantados no generaban nue-
vas conexiones neuronales, por lo cual la senal del marcapaso debia ser una
secrecion que difundia desde ellos y actuaba sobre las células del cerebro de
los mutantes.
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Al ano siguiente, Konopka anunci6 el hallazgo de una anormalidad en la
morfologia de un grupo de células neurosecretoras del cerebro asociada con
individuos mutantes per arritmicos en Drosophila melanogaster y en Droso-
phila pseudooscura. Su conclusion fue que esas células neurosecretoras debian
ser parte del sistema circadiano y que el producto de per debia influir en el
desarrollo de esas células.

El sistema nervioso central de la mosquita consta de aproximadamente
100000 neuronas. Los ritmos circadianos dependen basicamente de la ex-
presion ciclica de los genes del reloj en unas 150 de ellas. La luz es el factor
ambiental (zeitgerber) que sincroniza esos 150 relojes y los “pone en hora” de
acuerdo al tiempo local.

El numero y la posicién de las neuronas-reloj se determina por medio
de la observaciéon microscdpica de preparados con tinturas especiales que
resalten los productos de los genes especificos como per y tim. Esas neuro-
nas se encuentran en el cerebro, divididas en dos grupos, las laterales y las
dorsales.

Entretanto, hubo progresos en el conocimiento de los genes involucra-
dos en las interacciones entre los distintos marcapasos. En 1998, el grupo
de Hall y Roshbash descubrié el gen crybaby (cry) y la proteina CRY, que él
codifica, identificada como el principal sistema sensible a la luz o fotorecep-
tor. La actividad de cry esta regulada por el ritmo circadiano e influida por
todos los genes citados antes: per, tim, clk y cyc. Ese mismo ano Hall y Jae
H. Park aislaron el gen pdf que codifica un neuropéptido que se llama factor
dispersante de pigmentos o PDF por sus siglas en inglés*. Al afio siguiente
descubrieron que pdf se expresa solo en un conjunto de pequeinas neuro-
nas ventrales del grupo lateral, bautizado sLNvs (por small ventral lateral
neurons; Figura 62). Esto sugirié que PDF es el principal neurotransmisor
circadiano.

Estas neuronas sLNvs cambian con las horas. Los extremos de sus axones
se alargan y ramifican de dia y se acortan a la noche, aunque no varie la luz o
la temperatura a lo largo del dia. También cambian con las horas sus sinap-
sis: si bien algunas son permanentes, otras son transitorias y se establecen
al amanecer, a la manana o al atardecer. Todo esto nos habla de un sistema
formado por circuitos dindmicos de neuronas, tal como se encontré en otros
organismos.

26 Ese nombre proviene del efecto que PDF causa en los crustaceos, donde fue descubierto.
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Figura 62. Esquema del cerebro de Drosophila melanogaster con la localizacion de un grupo
de neuronas reloj asi como la variacion circadiana de sus axones (SLNv) y de la produccion
de PDF.

El punto de vista tradicional era, entonces, que las neuronas laterales eran
los principales marcapasos responsables de los ritmos de reposo y actividad,
y las dorsales modulaban los detalles mas sutiles de esos ritmos. Actualmen-
te existe un panorama mas complejo y rico de las relaciones entre anatomia
y funcién de las neuronas-reloj, con la presencia de dos centros oscilatorios
distintos, E y M, que corresponden a la tarde (E de evening) y manana (M de
morning). Y la historia continta.
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Un gusano,
aln mas pequeio

Los animales que tienen el cuerpo envuelto en una cuticula mas o menos
rigida que limita su tamano y, por lo tanto, crecen por medio de ecdisis o mu-
das' se retinen en un “supergrupo” llamado ecdisozoos, que quiere decir “ani-
males que mudan”. Hay 4 grandes grupos de ecdisozoos y el mas numeroso
de ellos en especies es el de los artropodos, que incluye a los insectos como
Drosophila melanogaster. Hay alrededor de un millén de especies de artro-
podos ya conocidas, sobre un total estimado de 5 a 10 millones. Le siguen los
nematodos; si bien se han descripto “solo” unas 25000 especies de nematodos,
su nimero también seria millonario. Ademas, son muy abundantes alcanzan-
do, por ejemplo, millones de pequenisimos individuos por metro cuadrado de
suelo terrestre o marino.

El aspecto de la mayoria de los nematodos es el de un gusano: un cilin-
dro delgado y largo, con los extremos puntiagudos. Por debajo de la cuticula,
compuesta principalmente por coldgeno, se encuentra una capa de musculos,
y mas adentro un tubo digestivo que recorre todo el cuerpo. Entre los muscu-
los y el tubo digestivo existe una cavidad llena de liquido, con relativamente

1 Capitulo 8: El ciclo de vida. Como comenté en el caso de Drosophila melanogaster, al crecer
los ecidisozoos se despojan de esa cuticula luego de fabricar una nueva, inicialmente blan-
day plegada, pero que luego se estira y endurece.
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pocas células, dentro de la cual se alojan los 6rganos reproductivos: ovarios,
testiculos y sus respectivos conductos. La uniformidad en su aspecto es contra-
rrestada por la diversidad de tamafos: desde alrededor de 0,4 mm en algunos
nematodos marinos hasta mas de 8 m en Placentonema gigantisima (parasito
de la placenta de ballenas). Una de las especies microscopicas es Caenohabditis
elegans, ganador de un solo Nobel, por ahora.

Inicialmente, los nematodos mas estudiados por la ciencia eran los para-
sitos de animales y plantas. Los parasitos humanos mas frecuentes son trans-
mitidos por aguas contaminadas con sus huevos como los grandes Ascaris
lumbricoides (Figura 63) y Ancylostoma duodenale que infectan cientos de
millones de personas, por picaduras de insectos como las pequenas espe-
cies que causan las filariosis linfaticas, o por comer alimentos contaminados
como es el caso de Trichinella spiralis. Los parasitos de las raices de vegetales
cultivados, como las especies de Meloidogyne, causan enormes pérdidas en
las cosechas. Si bien se conocian algunos nematodos no parasitos encontra-
dos en el suelo y en sedimentos, tanto marinos como de agua dulce, a partir
de mediados del siglo XX se describieron numerosas especies “de vida libre”
en esos ambientes, hasta entonces no conocidas. Este proceso continta hoy
con gran intensidad.

Figura 63. Hembra de Ascaris lumbricoides, parasito del intestino de cerdos y humanos.
Mide hasta 35 cm de largo; la linea blanca de la foto representa 1 cm.

En los afos sesenta de ese siglo una especie de vida libre se convirtié en una
nueva estrella del mundo de la ciencia y en el nematodo mas “popular”. Habia
sido descubierto en una muestra de humus en Argelia en 1897, descripto y
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bautizado como Rhabditis elegans por Emile Maupds®. Este zo6logo francés
publico sus observaciones en 1900 como parte de un extenso trabajo sobre
los “modos y formas de reproduccion de los nematodos™. Ocurre que estos
animales varian en la forma de perpetuarse: a veces hay machos y hembras
(en general de mayor tamano que los machos), pero también existen especies
hermafroditas (ambos sexos en el mismo individuo) e incluso que presentan
partenogénesis®.

En la década de 1940, Victor Nigon, también francés, profundizé las in-
vestigaciones sobre la reproduccion y el proceso de determinacion del sexo
en los pequenos nematodos de vida libre (no parasitos) conocidos como rab-
ditidos, incluido el atin conocido como Rhabditis elegans. En marzo de 1944
llevé los ejemplares de este gusano recolectados en el jardin de su casa en
Bergerac a Paris, donde finalizo su tesis doctoral interrumpida por la segun-
da guerra mundial.

Por otra parte Nigon y Ellsworth C. Dougherty, de la Universidad de
California en Berkeley (Estados Unidos), describieron una especie nor-
teamericana muy similar a Rhabditis elegans, a la cual llamaron Rhabditis
briggsae. Las dos especies fueron separadas del género Rhabditis y agrupa-
das, junto a otras en otro género que fue bautizado Caenorhabtitis en 1952°,
adquiriendo asi sus nombres actuales: Caenorhabtitis elegans y Caenorhab-
titis briggsae.

En la primera mitad del siglo XX se publicaron varios trabajos sobre la
reproduccion, desarrollo, muda y citogenética de los rabditidos. El punto de
partida de su uso en la investigacion genética puede ubicarse simbolicamente
en 1948, cuando Dougherty y Hermione G. Calhoun® publicaron una breve
nota en la revista Nature exponiendo las ventajas de los mismos. Dougherty
y Nigon siguieron colaborando y describieron el primer mutante morfolégico
de Caenorhabtitis briggsae. Durante la década siguiente, Dougherty desarrolld

2 Rhabditis viene del griego rhdbdos, que quiere decir rama o vara; habria que preguntarle a
Maupas cual era su concepto de elegancia.

3 Maupas, E. (1900). Modes et formes de reproduction des nematodes. Archives de Zoologie
Expérimentale et Générale. 8: 463-624.

4  Capitulo 5: De la partenogénesis artificial al uso del oxigeno por las células (y el primer
Nobel para un erizo de mar)

Caeno también viene del griego y se utiliza para denotar “reciente”

Dougherty, E. C.; Calhoun, H. G. (1948). Possible Significance of Free-living Nematodes in
Genetic Research. Nature 161: 29
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técnicas para obtener cultivos axénicos’ de esos nematodos en placas de agar.
Es decir, sent6 las bases para mantener poblaciones puras en el laboratorio.

Estas ventajas permitirian a Sydney Brenner, cuya vida y personalidad tra-
taré en detalle mas adelante, elaborar su primera propuesta de investigacion en
la Universidad de Cambridge. Inicialmente, habia considerado a Caenorhab-
titis briggsae como el organismo a utilizar en sus experimentos, pero luego de
visitar a Dougherty en California, eligié Caenorhabtitis elegans. Posiblemente
eso se debio a diferencias en el crecimiento y comportamiento entre ambos
que hacian a Caenorhabtitis elegans mas facil de cultivar y manipular. En oc-
tubre de 1963 un cultivo axénico de una cepa originalmente recolectada en
Bristol (Reino Unido) por un experto en nematodos parasitos de vegetales,
viajo desde Estados Unidos al laboratorio de Brenner por avion. Esa cepa fue
designada N2.

Esos gusanos fueron los antepasados del “ganador” del Nobel en 2002, que
compartié con Brenner, John E. Sulston y H. Robert Horvitz (estos tltimos
dos también de Cambridge) por sus investigaciones sobre la regulacion del
desarrollo de los drganos y la muerte celular programada.

La breve vida del gusanito

La reproduccioén de Caenorhabtitis elegans esta a cargo de hermafroditas
que se fecundan a si mismos y machos ocasionales que pueden fecundar a los
primeros (Figura 64). Si bien los hermafroditas tienen cuerpo de hembras, las
células germinales originan hasta 350 espermatozoides en el ultimo estadio
inmaduro y solo évulos en los adultos. El cambio es irreversible y el nimero
de espermatozoides es el que limita el nimero de huevos fertilizados. En el
laboratorio, aproximadamente 1 de cada mil individuos se desarrolla como
macho espontdneamente, pero esa proporcion puede aumentar con tempera-
turas mas altas. Cuando un macho insemina a un hermafrodita, su esperma es
mas abundante que el propio (se acumula en la espermateca® del segundo) y
la descendencia aumenta hasta mas de mil huevos. La mayoria de los hijos de
un hermafrodita autofecundado son también hermafroditas y genéticamente
idénticos: son clones. El cruzamiento entre un hermafrodita y un macho per-
mite entonces un cierto grado de variabilidad genética.

7 Un cultivo o un microrganismo que se desarrolla en un ambiente donde no hay ningun
otro organismo vivo, segun el Diccionario de la RAE

8  Capitulo 8: El ciclo de vida.
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Figura 64. Anatomia de Caenorhabditis elegans. A: Hermafrodita; B: Macho; C: corte del
cuerpo de A en el sitio indicado. CND y CNV: cordon nervioso dorsal y ventral.

De la eclosion de los huevos surgen unos minusculos individuos simi-
lares a sus padres llamados larvas o juveniles. Es el primero de cuatro es-
tadios necesarios para llegar a la etapa adulta; o sea, mudan 4 veces. En
promedio, el tiempo de este proceso es de apenas dos o tres dias, y la vida
del adulto en el laboratorio, a una temperatura constante de 20 °C es de dos
a tres semanas. Como muchos otros nematodos relacionados, el segundo
estadio larval puede entrar en una via alternativa de desarrollo en el caso
de sobrepoblacion o falta de alimento. Esta via consiste en un tercer es-
tadio larval modificado, llamado dauer (duracion en aleman), que puede
sobrevivir sin alimentos varios meses y que resiste la deshidratacion y otros
estreses ambientales. Este tipo de letargo se conoce como diapausa y finaliza
cuando las condiciones ambientales son favorables; entonces el ciclo se rei-
nicia mudando a un cuarto estadio normal (Figura 65). En otras palabras,
Caenorhabditis elegans tiene el secreto de la longevidad o, al menos, tiene
mecanismos que le hacen posible alargar su vida.
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Figura 65. Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans cultivado en el laboratorio a 22 °C.La M
indica una muda.

Otro nematode habia sido usado como modelo

Algunos de los grandes nematodos parasitos de animales, que se llaman as-
caridos, permitieron descubrir ciertos principios basicos de la biologia celular
en las tltimas décadas del siglo XIX, que son ahora del “dominio publico”. Entre
ellos la division celular: en 1879 Walther Flemming describi6 la mitosis en ani-
males utilizando para ello células de salamandras caracterizadas por sus grandes
cromosomas. Y poco después Eduard Van Beneden hizo lo propio con la meiosis
en Parascaris equorum’. Este gusano de hasta 50 cm de longitud (que en esos
tiempos se llamaba Ascaris megalocephala) vive en el largo intestino de los caba-
llos. El gran tamano de los espermatozoides con forma de ameba y el reducido
numero de cromosomas (dos pares en las células somaticas) que tienen esos pa-
rasitos fueron sus ventajas, ya que facilitaban la observacion. Theodor Boveri y
su esposa Marcella O'Grady visualizaron a partir de 1888 la fertilizacion, division
celular y desarrollo embrionario temprano de esa especie y sus descubrimientos
condujeron, nada mas y nada menos, a la teorfa cromosémica de la herencia'.

Marecella no figuré como coautora de los trabajos pero particip6 activamente
en los mismos, como anticipé en el capitulo 5. Ella se habia formado en Estados

9  Capitulo 1: Células, ntcleos y cromosomas; Capitulo 4: Y mds tarde le toco el turno a las
salamandras.

10 Capitulo 5: El Vesubio y la embriologia experimental.
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Unidos como asistente del zodlogo Edmund Wilson, quien estudi el desarrollo
de otro gusano marino muy distinto (que pertenece al grupo de los anélidos o
gusanos segmentados, tal como las lombrices de tierra). Wilson habia observado
al microscopio como las células se dividian a partir de la primera, el cigoto, y se
iban diferenciando en los distintos tejidos y 6rganos de la larva. Estos anélidos
tienen una etapa larval que vive en el plancton, aunque el adulto se arrastra sobre
el fondo. A partir de sus resultados, construyé una especie de arbol genealdgi-
co celular, trazando los linajes de las células y bautizando a cada una mediante
una practica terminologia. Los Boveri también disefiaron una terminologia para
cada generacion de células de P. equorum, que fue publicada en 1899 y atin se
usa, con algunas variaciones, incluso en Caenorhabditis elegans''.

El “niiio terrible” de la biologia molecular

Sydney Brenner (Figura 66) nacié en Sudafrica en 1927 y murié -cuando
aun estaba activo- en Singapur en 2019. Se recibié de médico en Johannesburg
y obtuvo su doctorado en la Universidad de Oxford. A poco de llegar a Ingla-
terra, en 1953, fue testigo de la presentacion del modelo de doble hélice del
ADN por James Watson y Francis Crick y decidié dedicar su carrera a com-
prender como funcionan los genes. En 1956 Crick lo convocd para trabajar en
la Universidad de Cambridge. Usando bacterias y sus virus (los bacteriéfagos),
los investigadores del grupo de Crick, incluido Brenner, comprobaron experi-
mentalmente sus propias hipotesis tedricas acerca de la naturaleza del cédigo
genético en 1961 y luego mostraron como finaliza la sintesis de proteinas
codificada por el ADN. Ademas, habia participado en la demostracion de la
existencia del ARNm, junto a Francois Jacob y Matthew Meselson'* .

Una vez comprendidos los mecanismos basicos de lo que hoy llamamos bio-
logia molecular en microrganismos, Brenner decidi6 encarar el problema del
desarrollo estudiando el proceso de division celular tanto en bacterias como en
animales. La propuesta de investigacion del Laboratorio de Biologia Molecular
de Cambridge de 1963, inspirada por sus ideas, consistia en elegir un organis-

11 Satzinger, H. (2008) .Theodor and Marcella Boveri: chromosomes and cytoplasm in here-
dity and development. Nature Reviews Genetics 9: 231-238.

12 Crick, F H., Barnett, L, Brenner, S, Watts-Tobin, R. J. (1961). General nature of the genetic
code for proteins. Nature. 192 (4809): 1227-32

13 Capitulo 1: El ADN, las bacterias y algunos Nobel

14 Brenner, S., Jacob, E; Meselson, M, (1961). An Unstable Intermediate Carrying Informa-
tion from Genes to Ribosomes for Protein Synthesis,Nature, 190, 576-81.
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mo multicelular y tratarlo con los métodos de la genética de microbios. Debia
ser facil de cultivar en placas de agar con bacterias como alimento, tener un
ciclo de vida breve, ser pequeiio como para poder disponer de muchos indivi-
duos a la vez, tener pocas células cuya genealogia se conozca, y que en él fuera
posible detectar, manipular y estudiar mutaciones. El elegido fue Caenorhabdi-
tis elegans que tiene, ademas, otra ventaja: el nimero de sus células somaticas
(todas las células del cuerpo excepto las que
estan destinadas a formar los 6vulos y esper-
matozoides, que se conocen como células
germinales) es constante. Por ejemplo, Cae-
norhabditis elegans tiene 302 neuronas en el
cordon nervioso.

Brenner divirtid, pero también ofendio a ve-
ces, a quienes lo escuchaban o lefan, con sus
ironfas y su rechazo a dogmas y convencio-
nalismos. Asi se hicieron famosas sus colum-
nas en la revista Current Biology que firmaba
como “Tio Sid”

Figura 66. Sydney Brenner, que llevé a Caenorhabitis
elegans a la gloria.

El suicidio de las células

Las células mueren, y ese fenémeno habia recibido menos atencién que
su crecimiento y reproduccion. Lo que hizo particularmente interesante su
estudio es que muchas veces la muerte es el resultado de procesos fisiologicos
del propio organismo vivo. Esos procesos son diferentes a la muerte celular
por factores externos (lesiones, por ejemplo), denominada necrosis. En efec-
to, las células pueden normalmente “suicidarse” en el curso del desarrollo o
en la vida adulta, por distintas razones. Lo hacen mediante un proceso bas-
tante estereotipado que consta de varios pasos. Por eso se lo llamd “muerte
celular programada” y en 1980 se formaliz6 su designacion con el nombre de
apoptosis'.

15 Wyllie, A. H.; Kerr, J. E. R.; Currie, A. R. (1980). Cell Death: The Significance of Apoptosis.
International Review of Cytology 68: 251-306.
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La apoptosis puede ocurrir por ejemplo, cuando una célula se halla dafiada
(por ejemplo si su ADN esta alterado; eso hace que pueda desarrollar cancer)
y no tiene posibilidades de ser reparada, o cuando ha sido infectada por un vi-
rus. También ciertas células del sistema inmunitario que pueden atacar células
de tejido sano del propio organismo son eliminadas mediante apoptosis. Y, en
general, es un mecanismo que permite mantener constante el numero de célu-
las de un tejido. Pero ademas, la muerte celular programada es parte integral
del desarrollo de los tejidos tanto de plantas como de animales pluricelulares.
Por ejemplo es responsable de la reabsorcion de la cola de los renacuajos o la
eliminacion de las membranas interdigitales en la formacion de los dedos en el
feto humano. En el desarrollo de Caenorhabitis elegans siempre se pierden por
apoptosis las mismas células y eso lo hace un modelo dptimo para el estudio
de la apoptosis.

Linajes celulares de Caenorhabitis elegans
y la muerte celular programada

Los linajes celulares de Caenorhabitis elegans desde el cigoto hasta la lar-
va que eclosiona del huevo fueron revelados en detalle por Sulston y sus
colegas en 1983'°. En ese proceso se generan 671 células; en un hermafro-
dita 113 de ellas (en los machos 111) mueren por apoptosis). Las restantes
se diferencian de forma definitiva o mueren durante el posterior desarrollo
larval.

La primera division celular es asimétrica, originando una célula fundadora
grande (AB) y una célula madre mas chica (P1). AB y P1 ademas difieren en
sus “destinos celulares”: AB origina exclusivamente células somaticas y P1 ori-
gina tanto células somaticas como germinales (reproductivas).

El nimero de células se duplica durante las siguientes divisiones celula-
res, pero interesa analizar la descendencia de P1. Esta célula da origen a una
nueva célula fundadora somatica y una nueva célula madre, P2. Lo mismo
ocurre con P2 que se divide dando una tercera célula fundadora somatica
y la célula madre P3. Finalmente, P3 se divide en una célula fundadora so-
matica y en P4, la madre de todas las células reproductivas del adulto que
permanecerd en reposo hasta el ultimo estadio larval (Figura 67).

16 Sulston, J. E.; Schierenberg, E.; White, J. G.; Thomson, J. N. (1983). The embryonic cell
lineage of the nematode Caenorhabditis elegans. Developmental Biology 100(1): 64-119.

171



Los bichos que ganaron el Premio Nobel
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Figura 67. Esquema de los principales linajes celulares al comienzo del desarrollo embrionario
de Caenorhabditis elegans. El tamafio de los circulos representa la cantidad de células hijas.

Con anterioridad, en 1977, Sulston y Horvitz (Figura 68) habian trazado la
genealogia de las 959 células somaticas del hermafrodita adulto y las 1031 del
macho, que se originan de la division de las 558 o 560 células del primer es-
tadio larval menos 131 o 148 células muertas por apoptosis, respectivamente.

o«

Figura 68. H. Robert Horvitz y John E. Sulston, amigos de Sydney y de Caenorhabditis elegans,
también recibieron el Nobel en 2002.
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Los analisis genéticos realizados entre 1976 y 1992 condujeron al aisla-
miento de alrededor de un centenar de mutaciones que afectan la muerte
celular programada en C. elegans. Con ellas se pudieron identificar 14 genes
que afectan las muertes celulares programadas, asi como una pequefia can-
tidad que alteran el patrén de apoptosis. Esos genes permiten dividir el pro-
ceso en 4 etapas, los que acttan en los tltimos 3 pasos son comunes a todos
los procesos en tanto que los que actiian en el primero solo a pocas células
(Figura 69).

célula célula célula célula
sana «suicida» muerta fagocitica
1 2 3 4
O) ~()— 0 —~(@\*
d-1 nuc-1
ces-2 —{ ces-1——\ ced-9 ‘j:d.z
/\ Ced-5 . .z
egl-1 ced-6 activacion: —%
ced-3 ced-7
ced-8 o rsns ez
ced-4 ced-10 inhibiciéon: —
- —> < >
célula especifica todas las células moribundas

1: decision 2: ejecucion 3: fagocitosis 4: degradacion

Figura 69. Caminos de la muerte celular programada en Caenorhabditis elegans. Los
genes representados son: ced-1 a 10, por cell death abnormality; ces-1'y 2, por cell death
specification; nuc-1, por abnormal nucleasey egl-1, por egg laying defective.

El primer genoma secuenciado de un organismo multicelular
fue el de C. elegans

La tapa de la revista Science del 11 de diciembre de 1998 mostré una foto
de nuestro pequefio héroe y en su interior se encontraba un articulo de 7
paginas, firmado por una asociacién de unos 400 investigadores, en el que
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se describio la secuencia de genoma de C. elegans'’. Es decir, el orden en que
se encuentran los 97 millones de pares de bases del ADN que forman sus
mas de 19000 genes. Fue la primera de un organismo multicelular, luego de
las correspondientes a virus, varias bacterias y una levadura. Este genoma
revelé mucho acerca de las bases generales de la construccién de un animal
y las mas especificas de la construcciéon de un nematodo. Mas del 40% de las
proteinas que son el producto de esos genes coinciden con las de otros or-
ganismos, incluyendo a los seres humanos, y la distribucién de los genes en
los 6 pares de cromosomas fue una evidencia de una organizacion regional
de los mismos.

Cinco afios mads tarde se publico la secuencia del genoma de su “primo her-
mano” C. briggsae, con quien comparte el habitat y el modo de reproduccién
hermafrodita, lo cual permitié refinar el conocimiento de C. elegans y es una
fuente prometedora de comparaciones evolutivas.

Control del flujo de informacion genética

Este impresionante titulo hace referencia al motivo por el cual se otorgé el
Nobel 2006 a dos investigadores que usaban C. elegans como modelo de in-
vestigacion para comprender la regulacion de las instrucciones para la sintesis
de proteinas que envia el ADN por medio del ARNm. Los norteamericanos
Andrew Fire y Craig Mello (Figura 70) publicaron en 1998 su descubrimiento
de un mecanismo que puede degradar el ARMm de un gen especifico, llamado
“interferencia de ARN”.

Para comprenderlo es necesario recordar que el ADN estd formado por
dos cadenas de unidades, los nucleétidos, en tanto que el ARNm esta formado
por una sola. Las cadenas del ADN son complementarias y se pueden “leer”
en direcciones opuestas. Una es la que contiene la informacién que codifica
la proteina y se dice que tiene sentido; la otra, llamada “anti sentido’, es usada
como un molde en la produccion de ARNm, el cual luego dirigira la sintesis
de una proteina.

17 'The C. elegans Sequencing Consortium (1998). Genome sequence of the nematode C. ele-
gans: a platform for investigating biology. Science 282 (5396): 2012-2018
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Figura 70. Andrew Z. Fire y Craig C. Mello.

La interferencia se activa cuando en la célula aparecen moléculas de
ARN con dos cadenas complementarias, que llamaremos ARNdc. Esta pre-
sencia pone en marcha la maquinaria bioquimica que degrada las moléculas
de ARNm que tienen una secuencia de nucleétidos idéntica a la del ARNdc.
Cuando esas moléculas desaparecen, el gen correspondiente es “silenciado” y
no se produce la proteina codificada por él.

La interferencia esta presente en plantas y animales y también se usa
como un método para estudiar el funcionamiento de los genes. Es de gran
importancia para la regulacion de la expresion de los genes (o sea para
“prenderlos” o “apagarlos”, segtin la metafora usual), participa en la defensa
contra infecciones de virus que contienen ARNdc, sobre todo en los anima-
les que poseen un complejo sistema inmune, y controla los trasposones o
“genes saltarines” Estos ultimos son elementos genéticos méviles que habia
descubierto la norteamericana Barbara McClintock en plantas, motivo por
el cual recibié en Nobel en 1983. Muchos trasposones copian su ADN a
ARN que luego es transcripto a ADN e insertado en otro lugar del genoma,
a veces equivocado; parte de ese ARN es ARNdc y detectado por la interfe-
rencia.
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Cuando Andrew y Craig inyectaban el gusanito (Figura 68; jimagine el
lector la proeza técnica que implica eso!) con moléculas de ARNm que co-
difican una proteina muscular no habia cambios en su comportamiento. El
orden de los nucledtidos del ARN es el que tiene el sentido correcto. Si inyec-
taban ARN antisentido, que puede aparearse con el ARNm, tampoco habia
efectos, pero si inyectaban ambos observaban movimientos espasmodicos
del cuerpo. Estos movimientos eran similares a los de gusanos cuyo gen para
esa proteina no funcionaba.

ARN sentido ARN antisentido ARN doble hebra
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Figura 71. El experimento de Fire y Mello de inyeccion de ARN en Caenorhabditis elegans.

La explicacion que propusieron fue que cuando el ARN con sentido y el
antisentido se encontraron, se unieron y formaron ARNdg; este apagaba el gen
que se transcribia en ese particular ARNm. Probaron luego con otras proteinas
y siempre se silenciaba el gen correspondiente y no se formaba esa proteina.
Con una serie de experimentos llegaron a las siguientes conclusiones: que el
ARNdc puede interferir la expresion de genes de una forma especifica estable-
cida por su secuencia, que esa interferencia puede expandirse entre las células
y heredarse, y que solo una minuscula cantidad de ARNdc es necesaria para
producir el efecto.

Los componentes de la maquinaria de interferencia de ARN (ARNi) fueron
identificados en los afos siguientes. El ARNdc se une a un complejo de pro-
teinas que lo fragmentan; los fragmentos se unen a otro complejo de proteinas
llamado RISC, alli se elimina una de las cadenas pero la otra permanece y sirve
para detectar moléculas de ARNm. Cuando una molécula de ARNm se aparea
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con ese fragmento de ARN “sefiuelo’, ambos se unen y son degradados. Asi, el
gen en cuestion ya no puede expresarse.

La interferencia de ARN juega un papel en la regulaciéon de la expresion
de los genes en los gusanos durante el desarrollo y también en el control de
las funciones celulares. Pero también ocurre lo mismo en la especie humana.
Muchos genes codifican pequenas moléculas de ARN llamadas microARNs
que contienen fragmentos de otros genes. Una molécula de microARN puede
formar una estructura de dos cadenas y activar la maquinaria de interferencia
de ARN, de modo que se bloquea la sintesis de proteinas y ese gen particular
se apaga.

Los viejos frutales de Paris

Los miles de millones de C. elegans que pasaron sus vidas en laboratorios
del mundo provienen de una sola cepa: la N2 de Bristol, usada primero por
Brenner y sus amigos, quienes las alimentaron y cuidaron amorosamente.
Pero ;como seria la vida de esta especie en la naturaleza, enfrentando varia-
ciones en la disponibilidad de comida y temperatura y la presencia de depre-
dadores y parasitos, con su aparentemente gran uniformidad genética? Esa
pregunta despertd la curiosidad de Marie-Anne Félix, del Instituto Jacques
Monod de Paris.

Aunque se lo conoce como nematodo del suelo, quiza debido al sitio
de su primer hallazgo, C. elegans fue aislado raramente de ese habitat; la
mayoria de las veces se lo encuentra en materia vegetal en descomposicion
en todos los continentes, menos la Antdrtida. La zodloga parisina encontrd
poblaciones abundantes de C. elegans y C. briggsae en antiguas plantaciones
de arboles frutales de los tranquilos alrededores de su ciudad. Cientos de
gusanos de todos los estadios del ciclo de vida, incluyendo los raros machos,
vivian en frutas, flores y tallos herbaceos en putrefaccion. Ella y sus colegas
investigaron en ambientes similares de toda Francia en las cuatro estacio-
nes y pudieron asi informar sobre aspectos de su alimentacidn, densidad,
reproduccién, comportamiento y sus relaciones con otros integrantes de su
comunidad, como depredadores y patdgenos, a distintas escalas espaciales
y temporales.

Un aspecto fundamental de C. elegans en la naturaleza tiene que ver con la
longeva larva dauer que se encuentra en material vegetal podrido, pero tam-
bién sobre muchos invertebrados, inclusive dentro de caracoles, cuando la
densidad poblacional es extrema. Esos animales les permiten dispersarse lejos
de su sitio de origen; el bidlogo Jean Deutsch dijo que los usan como “taxi”. Si
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bien no podemos esperar un transporte rapido y distante en el interior de un
caracol, este puede ser atrapado por un ave y llevado grandes distancias antes
de despanzurrarlo y arrojar sus restos, larvas dauer incluidos, al suelo. Este
transporte, asi como la mayor presencia de machos en la naturaleza, podrian
explicar la insospechada variacion de caracteristicas entre poblaciones de la
especie, tales como rasgos de comportamiento e, incluso, diferencias en los
linajes celulares. Esas variaciones, hoy se sabe, se vinculan con una diversidad
genética mayor que la presente en el laboratorio.
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Capitulo 10

El arca de Noé
y las cuestiones éticas

Otros pasajeros del arca de Noé que bajaron en Estocolmo

Muchos animales fueron utilizados como modelos en investigaciones que
condujeron a Nobel. La mayoria de ellos, vertebrados. El primer lugar lo ocu-
paron los mamiferos: perros, gatos, ovejas, vacas, cerdos, caballos, varias espe-
cies de primates (macacos, también llamados monos Rhesus, y chimpancés,
pero no Homo sapiens) y, sobre todo, roedores como conejos, cobayos, ham-
sters, ratas, y claro estd, ratones. También algunas aves ademas del gallo (o
gallina o pollo), como palomas, pavos, y diferentes pdjaros, reptiles (viboras),
anfibios (sapos, ranas salamandras) y peces. Los pocos invertebrados, ademas
de los ya mencionados erizos de mar, moscas de la fruta, liebre de mar, ca-
lamares y el inefable gusanito Caenorhabditis elegans, fueron tres artrépodos
(abejas, cangrejos herradura, que en realidad no son cangrejos, y langostas de
mar) y otro molusco, una almeja.

Examinemos primero los modelos favoritos. Es posible hacer una esta-
distica contando el numero de veces (afos) en que estos bichos compar-
tieron el premio con sus “amos”. El ganador absoluto es el ratén doméstico
con 29 ocasiones, le siguen el perro y el conejo con 17, la rata con 16, el
cobayo con 10, los primates con 11 y el gato con 10. Todos mamiferos, los
dos ultimos empataron con los anfibios con 11 oportunidades y el gallo
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con 10. El invertebrado mas representado fue la mosca de la fruta con 6,
pero un gran futuro por delante. Unos pocos de todos estos animales, de-
jando de lado los 8 que describo en este libro, fueron “solistas”, es decir que
tuvieron la ocasion de ser el inico galardonado: perros, ratas, cobayos y
algunos pocos mas.

El primer Nobel en Medicina o Fisiologia fue concedido a Emil von Be-
hring en 1901 por su trabajo en la terapia de la difteria mediante sueros: el
animal que utilizé en sus experimentos llevados a cabo junto al médico y
bacteriologo japonés Shibasaburo Kitasato' (que no recibi6 el premio) fue
el cobayo. Claro que se dieron cuenta de que necesitaban vacunar animales
grandes, como caballos y ovejas, para producir suficiente suero y asi proteger
a los humanos.

Al ano siguiente, el premio correspondié a Ronald Ross, un polifacético
cientifico ingles nacido en Nepal y que trabajo en la India. Le fue otorgado por
comprender el ciclo de vida del parésito que causa la malaria humana, un pro-
tozoo que se llama Plasmodium. Descubri6é como se transmitia el microbio en-
tre humanos gracias al mosquito. El habia encontrado Plasmodium en el tejido
del estomago de mosquitos Anopheles que previamente se habian alimentado
de la sangre de un paciente de malaria y dedujo que ese insecto era el vector de
la enfermedad. Para comprobar experimentalmente su observaciéon usé como
modelo experimental la malaria en aves, producida por otro protozoo, Proteo-
soma, y asi logré completar el ciclo de vida de estos organismos unicelulares
de manera controlada en 1898 mediante la infeccion de varias especies plumi-
feras. Entre ellas, palomas.

Y en 1904 le tocé el turno al perro. Se trata de los famosos animales con
los cuales se reconoci6 el trabajo de Ivan Petrovich Pavlov en la fisiologia de la
digestion (Figura 72).

1 Shibasaburo Kitasato invent6 un matraz muy usado en los laboratorios de todo el mundo
y que lleva su nombre. Fue homenajeado en Japo6n incluyendo su rostro en los billetes de
1.000 yenes
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Figura 72. Algunos de los perros que fueron usados por Ivan Pavlov en sus experimentos
(entre los mas fotogénicos).

Las vacas y ovejas llegaron acompanando a Robert Koch cuando sus estu-
dios sobre la tuberculosis fueron premiados en 1905, y los caballos en 1906
junto a perros, con los ya mencionados Camillo Golgi y Santiago Ramén y
Cajal. Los gatos lo hicieron recién en 1912 por “colaborar” con los perros en
los avances logrados por Alexis Carrel en la sutura e injerto de vasos sangui-
neos y los conejos en 1913 por los estudios de Charles Robert Richet sobre
los mecanismos de anafilaxia®. El francés Charles Jules Henri Nicolle, quien
recibid el premio en 1928 “por su trabajo en el tifus” mencioné en su discurso
haber inyectado un macaco y un chimpancé en sus investigaciones realiza-
das en Tunez. Y en 1930, fue premiado el austriaco Karl Landsteiner “por su
descubrimiento de los grupos sanguineos humanos”. Landsteiner encontré en
1940 un nuevo grupo de antigenos sanguineos durante unos experimentos con
monos Rhesus; en honor al macaco, se denominaron factores Rhesus (factores
Rh). Los pocos invertebrados premiados llegaron por primera vez en 1933 de
la pata de un insecto (de eso trataba el capitulo 8) y por ultima vez en 2002: el
gusanito del capitulo 9. ;Habra otros en el futuro?

2 Segun la RAE, anafilaxia es un término de la biologia y medicina que significa: 1. Reaccion
exagerada del organismo a partir de la nueva introduccién de una sustancia extrafia o
del contacto con ella, que al ser administrada por primera vez provoco reaccion escasa o
nula.y 2. Sensibilidad excesiva de algunas personas a la accion de ciertas sustancias alimen-
ticias o medicamentosas.
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Y ahora les toca el turno a los modelos muy poco comunes. Los erizos de
mar, liebres de mar y calamares tuvieron sus propios capitulos. Los tltimos
compartieron su labor con los cangrejos herradura y langostas de mar. Las
almejas colaboraron en 2003 con perros, sapos, conejos, chimpancés, ratones,
ratas y cerdos en los desarrollos de las imagenes de resonancia magnética. Los
pavos hicieron lo propio en el descubrimiento de las proteinas G y su rol en
la transduccién de sefales en células, en 1994, junto a conejos, ratas y vacas.
Queda para el final un aflo muy especial: 1973.

Abejas, peces, gaviotas, ostreros, cuervos y gansos

El Nobel de medicina y fisiologia homenajea en general a quienes hayan
logrado progresos que permiten comprender como funciona el organismo hu-
mano. Esos logros conducen eventualmente a mejorar la salud en forma direc-
ta o indirecta. En este tltimo caso, a través del conocimiento de los principios
basicos de la biologia en los niveles de moléculas, células, tejidos y 6rganos. En
cambio, en 1973 se premio a tres bidlogos que estudiaron el comportamiento
animal (Figura 73) en vez de asuntos fisioldgicos basicos o médicos.

.
*
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Figura 73. De izquierda a derecha Karl von Frisch, Konrad Lorenz y Nikko Tinbergen.

En este caso, no es posible hablar en rigor de organismos modelo, porque
la idea de estos trabajos no era necesariamente aplicable al “campo de la fisio-
logia y medicina”. El austriaco Karl von Frisch estudié aspectos de la conducta
de la abeja Apis mellifera Linnaeus, 1758. El holandés Nikolaas Tinbergen y
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el también austriaco Konrad Lorenz, considerados fundadores de la etologia,
la ciencia del comportamiento animal, experimentaron con distintas especies
de vertebrados. El primero con un pez, el espinoso (género Gasterosteus Lin-
naeus, 1758) y dos aves, el ostrero (género Haematopus, Linnaeus, 1758) y la
gaviota (género Larus, Linnaeus, 1758). El segundo con dos aves: el ganso,
Anser anser, Linnaeus, 1758 y el cuervo, Coloeus monedula, Linnaeus, 1758
(Figura 74). Sin embargo, a mediados de la década de 1960, el interés de Tin-
bergen habia derivado hacia el comportamiento humano, incluso patologico.

Figura 74. Algunos de los bichos que participaron del Nobel 1973. De izquierda a derecha y
de arriba a abajo: abeja, ostrero, gaviota, ganso, espinoso y cuervo.

Hay que tratar bien a los bichos

En la actualidad es raro el uso en los laboratorios, con propdsitos de inves-
tigacion, de aquellos animales con los cuales los humanos tenemos mas lazos
de afecto o parecido y que, en general, no comemos. Son todos mamiferos que
nos hacen compaiiia o se parecen demasiado a algtin pariente o amigo, como
los perros, gatos y monos.

La mayoria de las investigaciones en biologia se hacen hoy usando roedores
(principalmente ratas y ratones), peces, insectos y gusanos. Sin embargo, existe
aln una critica necesidad de primates no humanos, sobre todo macacos o mo-
nos rhesus en estudios de graves enfermedades neuroldgicas como los males de
Alzheimer y Parkinson, y la infertilidad.
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De todas maneras, el trato de los animales de laboratorio se fue modifican-
do en los ultimos 50 aflos y se establecieron unas normas de conducta aplica-
bles a su cria, mantenimiento y uso en los experimentos. Es interesante anali-
zar el contexto en que tuvieron lugar estos cambios.

Por una parte, desde los afios 70 la preocupacion de los humanos por el
bienestar animal tuvo un importante crecimiento que se tradujo en compor-
tamientos individuales y politicas publicas. Mucha gente redujo o elimind la
carne, a veces también productos animales como la leche y la miel, de su die-
ta. La confeccion de prendas de vestir con pieles se ha ido reemplazando con
materiales sintéticos. El uso de los animales como entretenimiento, por ejem-
plo en circos, disminuyd y actividades como peleas de gallos o perros fueron
prohibidas (aunque subsisten las corridas de toros en varios paises). Incluso se
cerraron muchos zooldgicos (pero no acuarios). Todo esto no impide que la
produccién industrial de carne que se realiza en criaderos (de pollos o cerdos,
por ejemplo) se lleve a cabo en condiciones que son las opuestas al bienestar
animal. Los bichos son tratados como maquinas y es posible que las verda-
deras maquinas, mecdnicas o electrdnicas, reciban mas cuidado y carifio por
parte de sus operarios.

Por otra parte, durante la mayor parte del siglo XX las principales escuelas
de investigacion en psicologia y disciplinas relacionadas no prestaron atencién
a las posibles actividades mentales de los animales no-humanos. Sin embargo,
hoy existen evidencias de la existencia de conciencia en un rango amplio de
especies de vertebrados y, entre los invertebrados, al menos en los cefalépodos.
Estudios cientificos de alta calidad permitieron reconocer en algunas de ellas
fenomenos mentales complejos como emociones, memoria episddica, recono-
cimiento de si mismo, habilidades para la comunicacién compleja, planifica-
cién y empatia. Los nuevos conocimientos dieron por resultado un aumento
de la valoracion de su complejidad cognitiva, psicoldgica y de comportamiento.

Es posible que todas estas razones hayan originado una revolucion ética en
el trato de animales en el mundo de la ciencia. Pero solo en algunos. Un curio-
so precedente, por su redaccion, se registr6 en Argentina en 1954 cuando se
sanciond una ley que establece “Penas para las Personas que Maltraten o Ha-
gan Victimas de Actos de Crueldad a los Animales”. Segtin su articulo 3¢, seran
considerados actos de crueldad (entre otros) “Experimentar con animales de
grado superior en la escala zooldgica al indispensable segtin la naturaleza de la
experiencia”. El resaltado es mio y, por otra parte, la ley fue escasamente aplicada.

Regresando al siglo XXI, el Codigo Australiano para el cuidado de anima-
les para propdsitos cientificos de 2013 es mas especifico que el anterior, ya que
se aplica al uso de todos los “vertebrados no humanos y cefalépodos vivos”. En
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un extremo de este gradiente antropocéntrico de consideraciones del bienestar
animal, la financiacion de investigaciones invasivas con chimpancés y grandes
simios fue eliminada en Estados Unidos y la Unién Europea. Aunque a veces
pueda ser necesario su uso como ya escribi.

En el otro extremo, Drosophila y Caenorhabditis cultivadas en los laborato-
rios siguen mereciendo alli la misma consideraciéon que bacterias y levaduras.
Y lo mismo puede decirse de erizos y liebres de mar y otros invertebrados
no-cefalopodos. Aqui no hay discusiones: jlos gusanitos pueden ser conside-
rados “microbios” y no conozco ninguna persona que tenga un dilema ético
al matar una mosca que invadi6 la cocina, o varios cientos de hormigas que se
comen las plantas del jardin!

Las directivas de las 3 R, propuestas en 1959 por el zodlogo y fisiélogo Wi-
lliam M. S. Russell y el microbiélogo Rex L. Burch han sido el esquema aplica-
do originalmente en la ética de la investigacién animal: REEMPLAZAR “ani-
males sensibles” con otros modelos, donde sea posible; REDUCIR el numero
de animales usados al necesario para la adecuacion estadistica; y REFINAR las
técnicas para reducir el dolor y sufrimiento animal.

Una nueva configuracion de los principios de ética de la investigacion ani-
mal fue sugerida por los especialistas en bioética David DeGrazia y Tom L.
Beauchamp en 2019. Esta consiste en dos nucleos, los beneficios sociales y el
bienestar animal, cada uno de los cuales tiene tres principios. Los principios,
respectivamente son:

Beneficio social:

o existe método alternativo
o se esperan beneficios netos

« el valor esperado es suficiente para justificar que se lastime un animal

Bienestar animal:

o no lastimar innecesariamente
o tener en cuenta las necesidades basicas del animal

« que exista un limite superior a las injurias

Como se puede apreciar, todas estas recomendaciones se aplican a los ani-
males que ellos consideran “sensibles”, es decir vertebrados (sobre todo mami-
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feros y aves) y pulpos. Y dentro de los primeros, esta claro que hay un grado
de discriminacién, ya que ciertos animales seguramente se consideran mas
“sensibles” que otros. Sin embargo, en el aflo 2020 se publico el resultado de un
trabajo llevado a cabo con ratones que demuestra que experimentan el dolor y
el alivio de otro individuo atin cuando él mismo no fue lastimado. Y los rato-
nes son los favoritos en el laboratorio y es probable que lo sigan siendo.

Hay que tratar bien a la gente

Quizas a muchos no les guste lo que voy a escribir, pero Homo sapiens
también es un bicho y merece ser tratado bien. Una proporcion de nuestros
conespecificos tratan bien a los demds, otra no. Cuales son los porcentajes co-
rrespondientes debe ser dificil de estimar, pero a vuelo de pajaro hay quienes
piensan que hay mas de los del primer grupo y hay quienes piensan lo contra-
rio. Pero lo que quiero proponer ahora es que esa proporcion general, sea cual
sea, se replica entre los habitantes humanos de los laboratorios. No hay razén a
priori para suponer que los cientificos tienen, ademas de vocacién, dedicacion
e inteligencia, un elevado sentido moral.

A lo largo de los capitulos he mencionado algunas historias personales de
cientificos que fueron discriminados, o incluso sufrieron persecuciones, por ra-
zones politicas, raciales o religiosas. También he tratado de destacar la diferencia
entre los géneros en el contexto del trabajo cientifico, con un notable predominio
masculino y una posicién muchas veces secundaria de las mujeres. En homenaje
a ellas, las menciono a todas (varias figuran en los capitulos anteriores):

1947 - Gerty Cori

1977 - Rosalyn Yalow

1983 - Barbara McClintock (la tinica sin acompanantes masculinos)
1986 - Rita Levi-Montalcini

1988 - Gertrude B. Elion

1995 - Christiane Niisslein-Volhard

2004 - Linda B. Buck

2008 - Francoise Barré-Sinoussi

2009 - Elizabeth H. Blackburn y Carol W. Greider

2014 — May-Britt Moser
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En contraposicion a lo anterior, el siglo XXI ofrece una perspectiva reno-
vada. La conducta personal de algunos investigadores que hicieron grandes
aportes a la ciencia, incluso algunos premiados con el Nobel, ha sido cuestio-
nada por sus colegas, por los estudiantes o por el ptblico en general. Desde el
abuso de poder en el laboratorio hasta la eventual colaboracidon con regimenes
totalitarios, pasando por opiniones machistas o racistas, han sido denunciadas
Y, en algunos casos, condujeron a algun tipo de “condena social”. No es extra-
flo: hubo genios en muchas actividades cuya conducta personal es, cuanto me-
nos, cuestionable. Dentro de ellos se encuentran pintores, actores, directores
de orquesta, jugadores de futbol y, por que no, cientificos.

Pero ademas la elemental, aunque comun, imagen del individuo genial y
excepcional es en realidad un falso estereotipo. La ciencia no surge a partir
de mentes singulares, sino de una comunidad que crece gracias a un esfuerzo
colectivo que se extiende en el tiempo®. El historiador de la ciencia Joshua
Roebke, de la Universidad de Texas, sintetiza el punto con, aproximadamente,
las siguientes palabras: “ ... el premio Nobel no canoniza santos ..... ni siquiera
refleja como se hace la ciencia, solo afirma la ficcion del genio individual... En
la sombra de cada cientifico celebrado hay otras contribuciones cuyos autores
deben merecer mas nuestra adulacion”. No se si él tiene toda la razén ya que
las mentes singulares existen y son el origen de los grandes saltos del conoci-
miento. Pero al menos debo reconocer que encuentro en sus palabras una jus-
tificacion para haber buceado en la historia de los Nobeles y rescatado tantos
personajes interesantes que no los recibieron.

3 Al comienzo de este largo texto expuse la metafora de los enanos y gigantes, y propuse una
distinta: los castels catalanes, que se parece a lo expresado ahora.
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AZARA

FUNDACION DE HISTORIA NATURAL

La Fundacién de Historia Natural Félix de Azara (Fundacién Azara) —creada el 13 de noviembre del
afio 2000— es hoy una de las instituciones dedicadas al estudio y conservacién de la naturaleza mas
importantes de América Latina. Con origen en la Argentina, sus actividades crecen en Chile, Paraguay,
Bolivia, Uruguay y sur de Brasil, ademéas de algunas incursiones en Ecuador y Cuba.

En sus afios de vida, la institucién alcanzé, con actividades de exploracion, estudio y popularizacion
de las ciencias naturales, ambientales y antropolégicas, logros y una proyeccion internacional casi sin
antecedentes para las entidades latinoamericanas de su tipo.

Sus investigadores han aportado 161 especies nuevas para la ciencia, tanto fésiles (94) como vivien-
tes (67), desde diminutas plantas hasta enormes dinosaurios. Desde sus laboratorios y gabinetes se
publican anualmente méas de ciento cincuenta articulos cientificos, aceptados por las revistas mas
prestigiosas, incluyendo en la némina Nature o Science.

Su importante produccion cientifica —cerca de un millar de articulos, un centenar de libros y de infor-
mes técnicos y una veintena de tesis de grado y posgrado— es el reflejo del trabajo comprometido y
vocacional de setenta cientfficos y naturalistas de campo, algunos de los cuales son referentes mun-
diales de su especialidad.

La Fundacién Azara desarrolld y apoyé mas de doscientos proyectos propios de investigacion y conser-
vacién, una veintena en cooperacion con investigadores e instituciones de otros paises. Brindé apoyo a
proyectos de mas de cuatrocientos investigadores y naturalistas externos y pertenecientes a diversas
universidades, centros de investigacién y otras organizaciones no gubernamentales de América Latina. Y
firm6, ademds, un centenar de convenios de cooperacidn, algunos de ellos, para integrar recientemente
consorcios con algunas de las universidades e instituciones cientificas mas importantes del mundo.

Con un equipo humano cuyo denominador comun es la vocacion, logrd, en materia de conservacion y
manejo de la fauna silvestre, rescatar y atender siete mil animales victimas principalmente de acciden-
tes viales y del trafico ilegal.

La Fundacion se destaca por su labor en la creacion e implementacion de reservas naturales, asi como
en la creacion, puesta en valor y gestién de museos regionales de ciencias naturales y antropologfa,
centros de interpretacion, geoparques, sitios paleontoldgicos y arqueoldgicos, habiendo sumado ciento
cincuenta mil hectareas en areas naturales protegidas provinciales, municipales y privadas.

En la Argentina propicid, entre muchos otros proyectos, la refuncionalizacién del Centro de Rescate,
Rehabilitacion y Recria de Fauna Silvestre “Giiira Oga”, en Puerto Iguazd, provincia de Misiones, con
el Ministerio de Ecologia de esa provincia; la creacidn del Paisaje Protegido “Delta Terra” (hoy trans-
formado en una reserva natural municipal del partido de Tigre) y su pequefio Centro de Rescate de
Fauna Silvestre Rioplatense, en la primera seccion de islas del delta del Parand, provincia de Buenos
Aires; la creacion de un Centro de Investigacion en Ciencias Naturales, Ambientales y Antropolégicas
con la Universidad Maiménides, en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires; la puesta en valor del sitio
arqueoldgico incaico “El Shincal de Quimivil”, en Londres, provincia de Catamarca, con el Ministerio
de Ciencia, Tecnologfa e Innovacién Productiva de la Nacién, el Ministerio de Turismo de la Nacién, el
Gobierno Provincial y el Municipio de Londres; la creacion del Centro de Informacién de Fauna Marina
del Golfo San Matias, en Las Grutas, provincia de Rio Negro y la restauracion de la “Casa Jacobacci”
para su inauguracién como Museo de Ciencias Naturales y Antropoldgicas de la Costa Patagénica “Ing.
Guido Jacobacci”, en San Antonio Oeste, provincia de Rio Negro, en ambos casos con el Municipio



de San Antonio Oeste; la creacion del Museo Folklérico de Londres, en la provincia de Catamarca, con
el Municipio local; la puesta en valor del Parque Arqueoldgico “La Tunita” en Ancasti, provincia de
Catamarca, con el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva de la Nacion, el Gobierno
Provincial y el Municipio local; la reinauguracién del Museo de Ciencias Naturales y Arqueologia “Prof.
Manuel Almeida”, en Gualeguaychd, provincia de Entre Rios; la creacién del nuevo Museo de Ciencias
Naturales de Miramar “Punta Hermengo” y de la Estacién Cientifica de Centinela del Mar “Dr. Eduardo
P. Tonni” en la provincia de Buenos Aires, con el Municipio de General Alvarado; y la creacion del Mu-
seo de Historia Natural de San Martin de los Andes en la provincia de Neuquén.

En el afio 2004 cred, en la Argentina, los Congresos Nacionales de Conservacion de la Biodiversidad,
que desde entonces se realiza cada dos afios. Organizd ademas decenas de congresos nacionales y
latinoamericanos en otras especialidades.

En su red de colecciones cientificas —abiertas a la consulta de investigadores de todo el mundo— res-
guarda doscientos mil objetos de geologia, paleontologia, botanica, zoologia, arqueologia y etnografia.

La divulgacion de la ciencia ha sido también un area de trabajo clave de la institucion que apoy6 impor-
tantes documentales como “Jane y Payne”, filmado en la Patagonia Argentina, junto con los defensores
del ambiente de reconocimiento mundial, Jane Goodall y Roger Payne. Ha coproducido distintas series
audiovisuales con sefiales educativas, por ejemplo: “Naturalistas viajeros”y “Creando bestias prehistori-
cas”. Ha desarrollado material didéctico para establecimientos escolares y organizado o auspiciado exhi-
biciones itinerantes de temética cientifica que recibieron la visita de mas de diez millones de personas
en Chile, Bolivia, Ecuador, Pert, Uruguay, Brasil, Colombia, Costa Rica, Estados Unidos, Espafia, Paises
Bajos, Grecia, Rusia, Bulgaria, Singapur, Estonia, Tailandia, Israel, Hungria y desde luego, la Argentina.

Quinientos mil jévenes participaron de sus diferentes actividades educativas (talleres, charlas, visitas
guiadas, clubes de ciencia). Unos cuatrocientos estudiantes de doce universidades latinoamericanas
fueron pasantes y voluntarios en sus actividades cientificas y de extension.

Su denominacién rinde homenaje a Félix de Azara, un auténtico ilustrado espafiol del siglo XVIII, precursor
de los naturalistas sudamericanos, que se mostré deseoso de adquirir conocimientos y mejorar el mundo
que lo rodeaba, como lo manifestd durante su actuacion en la region rioplatense entre 1782 y 1801.

El campo de accién de la Fundacion Azara en las ciencias naturales, ambientales y antropoldgicas es
concebido de manera integral y con una mirada actual: incluye la exploracion, investigacion, gestién y
conservacion de una parte importante del patrimonio natural y cultural latinoamericano. Su objeto de
trabajo es la diversidad natural y cultural de uno de los lugares méas atractivos de nuestro planeta, el
extremo sur de América, el mismo al que Félix de Azara le dedicara casi veinte afios de su vida.

https:/fundacionazara.org.ar
secretaria@fundacionazara.org.ar
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El Premio Nobel en Fisiologia o Medicina es entregado
anualmente a «cientificos y médicos que sobresalen por sus
contribuciones en el campo de la fisiologia o la medicina».
Originalmente tenian a la salud humana como principal
meta, pero en la actualidad el premio se concede principal-
mente a quienes aportan conocimientos basicos sobre los
procesos de todos los seres vivos.

Este libro trata de los premios en los que las investigaciones
galardonadas se llevaron a cabo usando animales de labora-
torio: quiénes son esos animales, como es su vida dentro y
fuera del laboratorio, porqué fueron elegidos y qué se des-
cubri6 gracias a ellos.

Pero también aborda aspectos de la vida de los merecedores
del premio: sus aventuras, en el convulso siglo XX, y cémo,
cuando y porqué se produjo el encuentro con “su” animal.
Y ademas, ya que todos los trabajos de los premiados fueron
el ultimo eslabon de una cadena de descubrimientos que los
precedieron, incluye referencias acerca de los cientificos que
antecedieron a los premiados y sus logros que, en algunos
casos, se remontan a 100 afos atras.
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