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LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE ILUMINA LA BIOCIENCIA
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Resumen La proteina verde fluorescente (o GFP, por sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein) es una
proteina producida por la medusa Aequorea victoria que emite bioluminiscencia en la zona verde
del espectro visible. El gen que codifica esta proteina ha sido clonado y se utiliza habitualmente en biologia
molecular como marcador. Los descubrimientos relacionados a la GFP merecieron el Premio Nobel de Quimica
2008, en conjunto a los tres investigadores, Dres Shimomura, Chalfie y Tsien que participaron escalonadamente
en dilucidar la estructura y funciéon de la proteina. EI Dr. Shimomura descubri6 y estudio las propiedades de
GFP, el Dr. Chalfie usando técnicas de biologia molecular logré introducir el gen que codificaba para la GFP en
el ADN del gusano transparente C. elegans, e inici6 la era de GFP como marcador de procesos en células y
organismos. Finalmente el Dr. Tsien modificé la estructura de la proteina para producir moléculas que emiten
luz a distintas longitudes de onda, extendiendo la paleta de colores de las proteinas. Las proteinas fluorescentes,
entre las cuales se encuentra la GFP, son muy versatiles y se utilizan en diversos campos como la microbiolo-
gia, ingenieria genética, fisiologia, e ingenieria ambiental. Permiten ver procesos previamente invisibles, como
el desarrollo de neuronas, como se diseminan las células cancerosas, o la contaminacion de agua con arséni-
co, por mencionar algunos usos. Con la obtencion de proteinas de muchos colores complejas redes bioldgicas
pueden ser marcadas diferencialmente, lo que permite visualizar la biologia celular en accion.
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Abstract The Green Fluorescent Protein that glows in Bioscience Green fluorescent protein (GFP) is a
protein produced by the jellyfish Aequorea victoria, that emits bioluminescence in the green zone
of the visible spectrum. The GFP gene has been cloned and is used in molecular biology as a marker. The three
researchers that participated independently in elucidating the structure and function of this and its related proteins,
Drs. Shimomura, Chalfie and Tsien were awarded the Nobel Prize in Chemistry 2008. Dr. Shimomura discovered
and studied the properties of GFP. Using molecular biological techniques, Chalfie succeeded in introducing the
GFP gene into the DNA of the small, almost transparent worm C. elegans, and initiated an era in which GFP would
be used as a glowing marker for cellular biology. Finally, Dr.Tsien found precisely how GFP’s structure produces
the observed green fluorescence, and succeeded in modifying the structure to generate molecules that emit light
at slightly different wavelengths, which gave tags of different colors. Fluorescent proteins are very versatile and
are being used in many areas, such as microbiology, biotechnology, physiology, environmental engineering,
development, etc. They can, for example, illuminate growing cancer tumours; show the development of Alzheimer’'s
disease, or detect arsenic traces in water. Finding the key to how a marine organism produces light unexpectedly
ended up providing researchers with a powerful array of tools with which to visualize cell biology in action.
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La proteina verde fluorescente (o GFP, por sus siglas
en inglés, Green Fluorescent Protein) es una proteina
producida por la medusa Aequorea victoria, que emite
bioluminiscencia en la zona verde del espectro visible. El
gen que codifica esta proteina, que ya ha sido clonado,
se utiliza habitualmente en biologia molecular como mar-
cador?. El descubrimiento y estudio de GFP representd
un enorme avance para los investigadores, amplia la
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capacidad del microscopio Optico, y otorga una nueva
dimensién visible al ojo humano.

Los descubrimientos relacionados a la GFP de Osamu
Shimomura, Martin Chalfie, y Roger Y. Tsien merecieron
el Premio Nobel de Quimica 2008, otorgado en partes
iguales a los tres, “por el descubrimiento y desarrollo de
la proteina verde fluorescente, GFP”. Los investigadores
gue participaron escalonadamente en dilucidar la estruc-
tura y funcién de la proteina, nunca colaboraron directa-
mente entre ellos, ni siquiera el estudio de la GFP era el
principal foco de sus carreras cientificas, sin embargo,
de las contribuciones de los tres surgié el uso de esta
proteina que sinergiz6 con los trabajos de miles de cien-
tificos.
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El financiamiento fue a veces dificil, ya que los estu-
dios de ciencia béasica de organismos como las medusas
no era un tema atractivo ni prometedor para las agencias
de financiamiento, por lo que el premio otorgado refuerza
el reconocimiento a la importancia de la ciencia béasica
como el fundamento para beneficios practicos tanto para
la salud como la economia.

A pesar que la llamada quimica “verde” esta de moda
en la comunidad de quimicos, ningun esfuerzo de los
mismos ha podido igualar las reacciones que coordina
un solo gen de esta medusa. La activacion de este gen
activa 238 condensaciones, una ciclizacion, y una oxida-
cién; en pocos minutos en agua aireada, con un solo pro-
ducto lateral téxico, y con un rendimiento de 100% de un
producto muy util que fluoresce: la GFP2. Los corales pro-
ducen proteinas fluorescentes amarillas y rojas con una
quimica parecida. Esto es importante en el contexto del
equilibrio precario en que estan los corales debido a la
acidificacién y calentamiento de los océanos.

Historia del descubrimiento

Los descubrimientos que merecieron el Premio Nobel en
Quimica 2008 son un ejemplo de cédmo la investigacion
béasica en un &rea cientifica puede muchas veces condu-
cir a aplicaciones en otra. En este caso, descifrar el me-
canismo de produccion de luz por parte de un organismo
marino, proporcioné a los investigadores una poderosa
variedad de herramientas con las cuales visualizar la bio-
logia celular en funcionamiento.

La historia comienza en los afios sesenta cuando
Osamu Shimomura, en la Universidad de Nagoya, Ja-
pén, investiga el fenémeno de bioluminiscencia, i.e. las
reacciones quimicas dentro de organismos vivos que pro-
ducen luz. Afios mas tarde, en EE.UU, estudiando la
medusa Aequorea victoria identificd los 6rganos de luz
que eran responsables de la fluorescencia azul que emi-
tia, y junto a Frank Johnson, de la Universidad de Was-
hington, aislé una proteina bioluminiscente dependiente
del calcio, a la que llamaron aequorina, nombre derivado
de la medusa con la que trabajaban® *. Esta proteina
emite fluorescencia en la zona azul del espectro, pero en
la medusa emitia luz verde. Profundizando estos estu-
dios, Shimomura logré descubrir que la luz azul emitida
por aequorina era absorbida por una segunda proteina
(mas tarde llamada proteina verde fluorescente o GFP),
la que a su vez re-emitia luz verde?. Esta capacidad de la
GFP era intrinseca a su estructura, y ocurria sin necesi-
dad de factores adicionales.

Shimomura, nacido en Kyoto en 1928, trabaj6 desde
1980 hasta su jubilacion, en 2001, en el Laboratorio de
Biologia Marina en Woods Hole, Massachusetts, donde
es profesor emérito. Siempre mantuvo su ciudadania ja-
ponesa.

371

En 1988 Martin Chalfie, de la Universidad de Colum-
bia, Nueva York, tom6 conocimiento de la existencia de
GFP y comprendié que su capacidad para fluorescer en
forma independiente podria convertirla en un marcador
celular ideal para el estudio de los organismos que él rea-
lizaba. Usando técnicas de biologia molecular logré intro-
ducir el gen que codificaba para la GFP en el ADN del
gusano transparente Caenorhabditis elegans®. De esta for-
ma las células de los gusanos producian GFP y emitian
luz verde, sin necesidad del agregado de componentes
adicionales, y sin dafio para el gusano. Este fue el primer
paso, a partir de entonces se comprendié que se podria
fusionar el gen que codificaba para la GFP a genes de
otras proteinas en estudio, abriendo de este modo enor-
mes posibilidades para el seguimiento de la localizacién
de proteinas especificas en organismos vivos? .

La GFP como herramienta en biologia celular fue rapi-
damente incorporada por muchos investigadores. Roger
Y. Tsien, investigador de origen chino y profesor en la
Universidad de California, en San Diego, vislumbro la po-
sibilidad de extender la paleta de colores de las proteinas.
Tsien estudié cémo la estructura de la GFP producia la
fluorescencia verde, y luego modificé dicha estructura para
producir moléculas que emitian luz a distintas longitudes
de onda, y produjo marcadores de distintos colores’. Por
otro lado, con su grupo agregaron nuevas moléculas
fluorescentes provenientes de otras fuentes naturales a
su coleccion de marcadores que continda en expansion.

Avances en la tecnologia para obtener
nuevas proteinas fluorescentes

Con el reconocimiento de los beneficios y la potenciali-
dad de las proteinas fluorescentes ha comenzado una
carrera para producir versiones nuevas, mas brillantes,
que cubran un amplio rango del espectro, con foto-esta-
bilidad aumentada, reducida oligodimerizacioén, e insen-
sibilidad a los cambios de pH8. La GFP salvaje fue rapi-
damente modificada para producir variantes que emiten
enregiones del azul (BFP), ciano (CFP) y amarillo (YPF)*
910 pero las regiones naranja y roja del espectro no se
han podido lograr con la GFP de la Aequorea, y fueron
sorprendentemente elusivas hasta el descubrimiento de
la primera proteina fluorescente roja en un coral no
bioluminiscente, la llamada DSRED (por Desired RED
protein)**. El grupo de Tsien desarroll6 proteinas més
pequefias a partir de ésta, y luego una serie de proteinas
con nombres de frutos, como la mPlum, mCherry,
mStrawberry, mOrange y mCitrine de acuerdo al color
de su brillo*. Posteriormente otros investigadores y com-
pafilas han contribuido con nuevos colores a esta res-
plandeciente gama.

Por otro lado, las proteinas originales han sido modi-
ficadas para mejorar su funcionamiento®. Uno de los re-
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sultados de estas mejoras es la GFP mejorada (o EGFP,
por sus siglas en inglés, Enhanced Green Fluorescent
Protein). Con tan amplia paleta, complejas redes biol4gi-
cas se marcan con distintos colores, permitiendo obser-
var procesos multiples, circunstancia impensable hasta
no hace mucho.

Estructura y espectro de emisién

La estructura de la proteina verde fluorescente es de 238
aminoécidos, que forman once cadenas beta, cuyo con-
junto forma un cilindro, en el centro del cual se encuentra
una hélice alfa®®. Contiene un cromoforo especial (cons-
tituido por los aminoécidos 65, 66 y 67), un grupo quimi-
co que absorbe y emite luz. Cuando la luz UV o luz azul
impacta sobre el croméforo, éste toma la energia de la
luz y se excita. En la fase siguiente, el croméforo se libe-
ra de la energia emitiendo luz en longitud de onda verde.

Una caracteristica importante es que la GFP no nece-
sita aditivos para brillar, en contraste con la aequorina y
otras proteinas bioluminiscentes. Si asi fuera, moléculas
energéticas deberian ser inyectadas en las células en
forma constante. En cambio, es suficiente con irradiar la
GFP con luz UV o azul para que emita fluorescencia.

La GFP original de la medusa posee dos picos de ex-
citacion: uno menor, a 475 nm, y uno mayor, a 395 nm.
Su pico de emisién esta a 509 nm, en la zona verde del
espectro.

La DsRED es més grande y mas pesada que la GFP.
Consiste de cuatro cadenas aminoacidicas en lugar de
una, y no es tan versatil como marcador de procesos bio-
I6gicos. El grupo de investigacion de Tsien resolvio este
problema redisefiando la DSRED de forma de lograr pro-
teinas estables, fluorescentes y de una sola cadena de
aminoacidos*.

Usos

Las proteinas fluorescentes, entre las cuales se encuen-
tra la GFP, son muy versatiles y se utilizan en diversos
campos como la microbiologia, ingenieria genética vy fi-
siologia. Permiten ver procesos previamente invisibles,
como el desarrollo de neuronas, como se diseminan las
células cancerosas, el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, el crecimiento de bacterias patogénicas, la
proliferacion del virus del SIDA, entre otros.

Por ejemplo, células cancerosas que expresan DSsRED
pueden implantarse en ratones salvajes, o transgénicos
con expresion de GFP en todas las células. Cuando los
ratones son iluminados con luz azul las células cancero-
sas pueden ser facilmente detectadas y seguidas (en los
ratones verdes o normales) permitiendo la localizacion
de las metéstasis y el fenémeno de angiogénesis en tu-
mores en proliferacion. Por otro lado, el modelo permite
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seguir la evolucion comparativa de las metastasis en pre-
sencia o ausencia de distintos farmacos. Esto seria sélo
uno de los miltiples usos que se le estan asignando a
estas proteinas.

La GFP también tiene una importancia especial en la
biologia del desarrollo: si se introduce en un estadio tem-
prano de un embrién, se puede seguir la evolucién de
las primeras células, estructuras y 6rganos.

Por otro lado, la GFP y proteinas similares tienen apli-
caciones biotecnoldgicas, incluyendo la deteccion de ar-
sénico en los pozos de agua. Por ejemplo, en partes del
sudeste asiatico el arsénico presente naturalmente en el
agua esta envenenando a miles de personas. Los inves-
tigadores han modificado genéticamente bacterias resis-
tentes al arsénico que fluorescen en presencia de arsé-
nico'>!. También se han modificado organismos que
fluorescen en presencia de trinitrotolueno o metales pe-
sados como el cadmio y zinc'"*,

Ya se han generado monos, gusanos, algas, Esche-
richia coli, y cerdos con GFP en su genoma, que fluo-
rescen®. Y hasta se han fabricado juguetes con GFP que
brillan en la oscuridad.

El arco iris cerebral o  brainbow

Tres de estas proteinas han sido usadas en un experi-
mento espectacular. Fueron modificados genéticamente
ratones para producir determinadas cantidades de pro-
teinas con colores amarillo, cian y rojo en células nervio-
sas individuales del cerebro; combinacion de colores
semejante ala que usan las impresoras de computadoras.
El resultado fue un cerebro que brillaba con noventa to-
nalidades diferentes. Los investigadores podian asi se-
guir las fibras nerviosas de células individuales dentro
de una densa red en el cerebro. Las imagenes fueron
llamadas brainbow, el arco iris cerebral?®®. Recorren
internet con el mismo éxito que los videos de YouTube.

Nuestra experiencia usando transgénicos
que expresan EGFP

Es interesante mencionar el uso de ratones marcadores,
0 biosensores, que validan escisiones de ADN, y que
son utilizados mayormente en la generacion de ratones
transgénicos especificos por la tecnologia de Cre/LoxP*.
La técnica convencional de animales knockout ha sido
muy Util para descifrar las bases moleculares y celulares
de comportamientos, y genera animales que heredan
deleciones génicas en todas las células del organismo?*
24 Sin embargo, una delecién no restringida en tiempo o
region, el knockout global, puede conducir a graves de-
fectos en el desarrollo y muerte prematura, que impedi-
rian el andlisis de las funciones de los genes post desa-
rrollo. Ademas, hace dificil la interpretacién de fenotipos
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anormales atribuyéndolos a un tipo particular de tejido o
célula, ya que todas las células estan mutadas. Por lo
tanto, para mejorar la utilidad de la tecnologia de anima-
les knockout, se han desarrollado técnicas que imponen
restricciones temporales o regionales, o ambas, a la
delecion génica: el knockoutrestringido. Una manera para
lograrlo en un tipo de tejido o célula es aprovechar el
sistema Cre/loxP, un sistema de recombinacion sitio es-
pecifica del fago P1, en el cual la enzima Cre recombinasa
cataliza la recombinacion de ADN al reconocer una se-
cuencia especifica llamada loxP de 34 pares de bases.
Estas secuencias /oxP pueden ser artificialmente inser-
tadas en el genoma de células madre embrionarias por
recombinacion homdloga, de tal forma que flanqueen uno
0 mas exones del gen de interés (llamado gen “floxeado”),
lo que producird una escision precisa de ADN sin cortar
otras partes del genoma. Se generan ratones transgé-
nicos homocigotas para el gen “floxeado” por técnicas
convencionales, y se cruzan con un segundo ratén trans-
génico que contiene el transgén Cre bajo el control de un
promotor transcripcional, tejido o célula especifico. En la
progenie homocigota para el gen “floxeado” y que porte
el transgen Cre simultaneamente, se producira recombi-
nacion Cre/LoxP, y por lo tanto se delecionara el gen
“floxeado”, y esto sucedera solamente en aquellos tipos
celulares en los cuales el promotor asociado a Cre sea
activo. El desafio radica en la generacion de ratones que
expresen Cre bajo promotores especificos, y para ello
un paso esencial es la validacién de la actividad in vivo
de la recombinasa Cre. Para ello se usan ratones repor-
teros. Uno de los mas usados es el raton ROSA-EGFP?.,
Estos ratones tienen el gen de la proteina verde fluores-
cente (EGFP) insertado en el locus Gt(ROSA)26Sor. La
expresion de esta proteina esta bloqueada por un frag-
mento STOP “floxeado” por secuencias loxP y ubicado
entre la secuencia de EGFP y el promotor Gt (ROSA)
26Sor. Por lo tanto, EGFP sélo se expresara cuando ac-
tue la recombinasa Cre cortando el fragmento de STOP.
Al cruzar los ratones que expresan Cre bajo el promotor
de prolactina con ratones ROSA-EGFP, hemos logrado
que se produzca la recombinacion homologa de los genes
“floxeados”, la remocién del codon STOP vy la expresién
de la EGFP en aquellas crias positivas para ambos genes
(Cre+-EGFP+)?*. La utlizacién de estos ratones reporte-
ros fue un paso importante de validacion de nuestro sis-
tema, para la posterior obtencion de un ratén con delecion
especifica del receptor dopaminérgico D2%.

Por otro lado, usando ratones transgénicos que ex-
presan EGFP, en el INGEBI-CONICET se han estudiado
procesos de neurogénesis en cerebro, y la regulacion
del apetito, entre otros. En 2004 se identificaron neuronas
recién nacidas en el cerebro de un animal adulto y se
siguio la evolucion de células nerviosas durante sus pri-
meras dos semanas de vida, el tiempo que demoran en
madurar y convertirse en adultas?. Las neuronas identi-
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ficadas por la GFP eran células granulares, un tipo celu-
lar del hipocampo cerebral que forma muchas conexio-
nes y que participa especialmente en procesos de me-
moria, mas que nada de memoria espacial. El modelo
confirmé dos cuestiones caracteristicas de la neurogé-
nesis adulta: que ésta disminuye con la edad (es decir,
los ratones mas jévenes tienen mas neuronas jovenes) y
gue cuanta mas actividad fisica desarrolla el animal de
laboratorio mas neurogénesis se produce. El hallazgo
abonaria la idea que un mayor nivel de actividad motora
aumenta la producciéon de neuronas, a diferencia del
sedentarismo. Al contrario, el estrés traumatico disminu-
ye la neurogénesis y eso desmejoraria la capacidad de
aprender.

Por otro lado, la creacién de un ratén transgénico que
expresa EGFP en neuronas relacionadas al circuito del
apetito, realizada en colaboracién entre el INGEBI-
CONICET vy el Dr. Malcolm Low, de Portland, Oregon,
permitié dilucidar aspectos del mecanismo de la obesi-
dad?.

Cuando se ingiere un alimento, el cerebro recibe un
mensaje a través de una hormona llamada leptina, luego
de una serie de procesos: absorcion, metabolizacion, sin-
tesis de proteinas, etcétera. La metodologia biotecno-
I6gica logro la identificacion de las moléculas del cerebro
que son liberadas por la leptina. Se sabia que el tejido
adiposo secreta la leptina, de alli entra en la circulacién
sanguinea, y que el hambre y la saciedad estan gober-
nadas por el cerebro. Por lo tanto, la hormona periférica
tenia que entrar al cerebro y dar cierta informacion. No
se sabia bien cémo ocurria esto. El ratén creado expre-
sa EGFP en neuronas cuando el gen de melanocortinas
es activado. Las melanocortinas son unos potentes
péptidos anorexigenos. Este raton permiti6é identificar
neuronas que tienen receptores para leptina y que, cuan-
do son activados por dicha hormona liberan melanocor-
tinas, que inducen inmediatamente saciedad.

Patentes

Shimomura, Chalfie y Tsien patentaron las proteinas por
ellos descubiertas y desarrolladas. Para los cientificos
gue hacen investigacion basica su uso es gratuito, no asi
para las empresas farmacéuticas. Por lo tanto, para los
tres galardonados, en particular para el Dr. Tsien, el des-
cubrimiento también tuvo un rédito econémico.

En relacion a la constante creacidon de ratones
transgénicos que expresan GFP, es importante destacar
gue estos ratones no pueden patentarse, porque se uti-
lizala GFP que ya posee patente por Clonetech. Los
nuevos transgénicos pueden ser licenciados por el in-
vestigador que los genera, de forma que si alguna em-
presa quisiera usarlos, pueda hacerlo mediante el pago
de la licencia.
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En conclusion, desde la primera publicacién del GFP,
hace 46 afios, se han conseguido proteinas similares a
la GFP, que brillan con los colores del arco iris. Los usos
en biologia molecular, biotecnologia, y medicina se han
multiplicado. Y una simple proteina que ha existido en la
tierra por més de 160 millones de afios salt6 a la fama,
porgue una de sus propiedades mas especiales es que
los resultados se pueden “ver”. Las paginas en Internet
con ilustraciones que emplean la GFP son quizéas mas
atractivas que aquellas que utilizan otras metodologias
mas complejas. El manejo de estas proteinas no ha sido
sencillo, ni usarlas es tan sencillo ain, pero el Premio
Nobel es bien merecido. Terminamos citando las pala-
bras del Dr. Tsien en su conferencia del banquete del
Premio Nobel: “Agradecemos tanto a corales como a
medusas, y deseamos que siempre tengan habitats in-
tactos para brillar en la posteridad®®.
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